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INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo, el hombre se ha interesado de manera

especlal por el funcionamiento ordenado y eficiente de los

corgeniemes multicclulares, gus reguieren que sus diversas partes
actiien concertadamente; esto es, se ha interesado por un sistema
capaz de vigilar, recibir, seleccionar, integrar, almacenar Yy
devolver 1nformac16n. que, en ultima instancia, le permite la

supervivencia al organismo: El1 Sistema Nervioso.

A pesar de que el estudio del pensamiento, la memoria y el
suefio p. ej., son de los temas qQue maAs han intrigado al hombre,
existen otras funciones involucradas con el sistema nervioso, que
resultan de gran importancia. La Neurocbiologia del Desarrollo es
uno da dichos aspectos, y es de especial interés porgue entre otras
cosas, sirve de base para el entendimiento de muchas de 1las

funciones superiores del cerebro.

Con esta primera parte del trabajo, se pretende dar un esbozo
general de la embriologia, la bioquimica y la histologia del
Sistema Nervioso Central (SNC), con un enfoque al cerebelo de la

rata, por ser el modelo experimental del presente estudio.



EMBRIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN MAMIFEROS

A) Aspectos Béasicos
Una vez que se ha llevado a cabo la formaclén del cigoto
v éste pasa por una serie de divisiones mitdticas sucesivas para
dar lugar a los distintos estadios embrionarics conocidos como
mbérula, bléastula, géétrula y formaciétn del celoma {por enterocelia
en el caso de mamiferos), para llegar asi a la fase de neurula, se
phede decir que ha comenzado el desarrollo del Sistema Nervioso

(SN) (Figs. 1y 2 ).

Previo al estadio de neurula, cuando se lleva a cabo la
formaci6én del celoma, se empiezan a distinguir las 3 capas
blastodérmicas gque dardn lugar a los distintos tejidos que
conformaran al individuc: ectodermo, mesodermo y endodermo. En el
caso especifico del SN, es el ectodermo el que da lugar al tubo
neural, especificamente, la parte conocida como neuroectodermo
(Fig. 2). La notocorda (o corda) es 1la estructura que induce la
competencia de tejidecs para formar el tubo neural. Esta estructura
se origina a partir de mesodermo cordal y queda en posicitn ventral
al tubo neural en estado embrionarioc. La notocorda secreta
sustancias, como el factor mesodermizante (Cowan, 1979) que se
detectan por porciones determinadas del neurocectodermo, dando lugar

a una serie sucesiva de fendmenos que conducen a la diferenciacién
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Fig. 1: Representaclon esquematica del desarrollo de un embrién
enterocelomado desde la unién de los gamatos hasta la
neurulacién.

- Neuroectodermo

Mesoderme inlermedio

Eclodermo ‘

Fig. 2: Corte transversal de embrién de enterocelomado poco
antes de la neurulacién. La procién de ectodermo que
darad lugar propiamente al tejido se sefiala como
neurcectodermo. o
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de dicho tejido. Inicialmente se forma una estructura conocida como
placa neural, compuesta a su vez por una parte alar y una parte
basal. La parte basal da origen al tubo neural propiamente y la
parte alar a la cresta neural y posteriormente a las estructuras
sensoriales. Previo a la formacién del tubo, la placa neural forma
un surco que finalmente se cierra a nivel de la cuarta vértebra
cervical (Fig. 3). La porcién mas anterior de la corda (precorda)
induca la formacién del encéfalo, mientras que la porcién caudal la
formacién de médula espinal {(Fig. 3). Ambas estructuras en el
estado adulto forman lo que se conoce COno Sistéma Nervioso Central
(SNC)(Fig. 3). La porciétn encef8lica tiene 3 engrosamientos
(vesiculas) iniciales, que més tarde dan 1lugar las distintas

estructuras del SNC adulto (Cuadro I).



Inicio de Parte

plegamiento / cefdlica—= encefalo
AR
Placa Surco . Tubo \ Parte  Médula

cgudal — espingl

Fig, 3: Proceso da neurulacidén, desde la foxrmacién de la placa
neural, haste la formacién del tubo. Se sefialan tanto
las estructuras a que dard origen cada parte del tubo
neural, como las estructuras consideradas dentro del
sistema Nervioso Central.



Vesiculas cerebrales
primarias

CUADRO I

Vesiculas cerebrales
secundarias

Prosencéfalo

Encéfalo
desarrollado

Telencéfalo

Diencéfalo

Hemisferios
cerebrales (s-
istema olfato-
rio, cuerpo
estriado, palio
Y sustancia
blanca cere-
bral).

Epi, hipo,
subtélamo Y
t&lamo.

Mesencéfalo

Mesencéfalo

Rombencéfalo

Mielencéfalo

Metencéfalo

Cerebro medio.

Corteza de ce-
rebelo y bulbo
raquideo.

Protuberancia,
puente y cere-
belo.
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B) Embriologia del Cerebelo

El cerebelo es una estructura muy importante desde un punto de
vista estructural y funcional. Su estructura presenta vias de
entrada, circuitos neuronales internos y vias de salida, qus
corresponden a la de un 6rgano de coordinacién de impulsos motores
que emanan del cerebro. Debido al abundante aporie G& informecidn
proveniente de receptores sensoriales, puede elaborar los impulsos
nerviosos motores que permiten fundamentalmente un movimiento
preciso, ordenado y arménico. Por otro lado, desde el punto de
vista filogenético, el cerebelo es una estructura que se encuentra
en todos los vertebrados, incluyendo a los mizinoideos (Larsell,

1967).

Actualmente existe mucha informacién acerca de 1las

interaccionss ontre las células que integran al SN. Esto ha
permitido entender en gran medida los mecanismos involucrados en el
desarrollo del sistema nervioso. En especial, el cerebelo ha sido
estudiado por muchos neurobidlogos, dadas 1las caracteristicas
estructursles de éste, como su localizacidn en el Sistema Nervioso
Central, su’ arquitectura laminar y un nimero reducido de tipos
celulares. Esto ha permitido profundizar en las transformaciones

morfoldgicas y los procesos que ocurren durante el desarrollo, y

por eso es que se considera un sistema ideal para el estudio
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posterior de los mecanismos basicos involucrados en el desarrollo

neuronal (Burgoyne y Cambray, 1988).

En general, durante la neurogénesis de los vertebrados se

pueden distinguir 6 fases, a saber:

a) Proliferacién

b) Migracién

c) Diferenciaci6tn

d) Muerte Celular

e) Eliminacién de Procesos

£) Formacién de Sinapsis

Estas fases representan una serie de eventos que se llevan a
cabo en todas las regiones del SNC en todos los vertebrados, de ahi
que la rata resulte un buen modelo experimental, adem&s de ser de
fécil manejo y obtencidn. Csbc moncionar que estos eventos se dan
para cadﬁ célula y por lo tanto, en una regién como el cerebelo, la
poblacién total de un tipo celular puede estar pasando por mas de

uno de dichos eventos.

El cerebelo surge como un engrosamiento bilaterasl de la placa
alar de. la porcién metaencefadlica del tubo neural. Las 2 placas
cerebelares se fusionan gradualmente a lo largo de la linea media
dorsal de acuerdo con un gradiente rostro-caudal. Las células

corticales cerebelares se originan de dos zonas germinales
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separadas: las células de Purkinje, Golgi y algunas de la glia
emergen de la matriz cclular ventricular de las placas cerebelares.
Las célulag granulares, en canasta y estrelladas, asi como otras de
la glia se derivan de la Capa Germinal Externa (EGL), cercana a la
superficie externa de las placas cerebelares y que en la rata
perdura hasta el dia 21 postnatal (Fig. 4a). De estas dos zonas,
las células migran en direcciones contrarias y forman las unidades
estructurales del cerebelo maduro (Ito, 1984).

En el cerebelo de la rata, los procesos de proliferacién y
migracién ocurren alrededor de las primeras 3 semanas de vida
postnatal. Tanto los eventos involucrados, como la duracién de

estas fases, son diferentes para cada tipo celular.

La corteza de cerebelo adulto queda conformada asi:
- capa molecular externa (fibras paralelas, células
estrelladas y en canasta)
- capa de células de Purkinje (dnicas que proyectan hacia
afuera de la corteza)
- capa granular interna (células granulares y somas de

células de Golgi).

(Fig. 4b)
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Células de Purkinje:

Las células de Purkinje, como lo describié Cajal (1911),

maduran en 3 fases:

En una primera etapa, las pequefias células fusiformes se
distribuyen en capas miltiples, posteriormente adquieren forma

estrellada o multipolar y forman una sola hilera de células.

Finalmente, los procesos somfticos maduran gradualmente y las
dendritas se rearreglan en un plano perpendicular a lo largo del
eje de las capas (Ito, 1984).

La duracién de cada estadio es constante para una especie,
pero puede ser muy diferente entre distintas especies. En la rata,
las células de Purkinje se originan en el feto de 14 a 17 dias (Das
y Nornes, 1972). A los 4 dias de nacida, se acomodan en una sola
hilera de células y de los 8 a ios ib dias, 1los procococes

desaparecen y reciben aferentes de células en canasta.

Células de Golgi:

Estas células emergen de la matriz celular ventricular junto
con las de Purkinje. En la rata, la mayor parte de ellas, se forma
después del nacimiento. A los 15 dias postnatales ya tienen una

configuracién adulta tipica (Ito, 1984).
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Células en Canasta:

Se diferencian de la EGL en los dias 6 a8 7 postnatales
(Altman, 1869, 1972). Sobre el proceso de diferenciascién se conoce
poco y es probable que durante la divisién mitética, el neurcblasto
atraviese por una represién irreversible del DNA gendmico (Eccles,
1970). E1 DNA activo restante, puede ser diferente para cada tipo

de neurona y &sto pucde derlas diferentes propiedades quimicas.

Células Estrelladas:

Egtudios autorradiogréficos con timidina tritiada indican que
laes célulss estrelladas se diferencian en los dias 8 a 11

postnatales en la rata (Altman, 1972b).

No existe en realidad mucha informacién acerca de los tipos
celulares antes mencionados, pero si de las células granulares, que

son las mAs abundantes en el cerebelo.

Células Granulares:

La EGL consta de 2 zonas: una zona superficiasl de
proliferacién y una zona basal premigratoria. Las células
granulares de rata pasan a la zona basal durante su primer dia de

vida como tales y a los 3 dias alcanzan la capa granular. Altman
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(1972) menciona que la zona proliferativa tiene un grosor de 4 a §
células en ratas recién nacidas. Durante varios dias, la znna
proliferativa tiene debajo una zona subproliferativa o
premigratoria de 2 a 3 células de grosor y que crece en profundidad
entre los 7 y 10 dias después del nacimiento. Para el dia 11, la
zona proliferativa ha disminuido en grosor y le sigue un
adalgazamiento en la zona premigratoria hasta que para el dia 19 1la
zona proliferativa ya no constituye ni siquiera una hilera continua

de células.

Las células de la capa granular migran del tubo neural, pero
retienen su capacidad mitdtica y se vuelven a dividir. El1 ultimo
proceso de migracién consiste en el movimiento de los somas de las
células granulares hacia la parte interna nuevamente, pero dejando
un axén muy largo y bifurcado en esta parte. Asi, la capa mas
externa queda como capa molecular, conteniendo dichos axones
(fibras paralelas) y cé&lulas del tipo interneuronas (neuronas de
"relevo") estrelladas y de canasta. La capa interna recibe entonces
el nombre de capa granular interna. Esta capa se forma durante la
segunda semana de vida postnatal. El cerebelo adulto de la rata
posee alrededor de 1.1 x 10° células granulares, cuyos somas miden
entre 5 y 10 pm de diémetro. Las fibras paralelas tienen un

diémetro de alrededor de 0.2 pm.
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Durante el proceso de migracién, 1las células granulares
establecen una estrecha relacién con los procesos (extensiones) de
las células gliales de Bergman (Rakic, 1971). Resulta dificil
imaginar la migracién tan precisa de las células granulares a
través de un denso paquete de fibras especialmente en estadios
tardios del desarrollo del cerebelo, por lo gue se ha propuesto gue
1la migracion podria darse mediante el reconocimiento de componentes
de la matriz extracelular entre ambos tipos celulares (Gravas col.,

1984 en Bergman y Cambray, 1988).

Ya ﬁhe la funcién tipica de una neurona es la comunicacién, la
formacién de las sinapsis constituye uno de los procesos finamente
regulados durante el desarrollo. Previo a ello, uno de los eventos
que se llevan a cabo, es el retraimiento de muchos de los procesos
que no alcanzaron el destino correcto, no son funcionales o no se
desarrollaron totalmente. Todos estos eventos estén directamente
relacionados con una serie de estimulos macro y microambientales
que a su vez son producto de la informacidn genética y de estimulos
externos. Como parte de dichos eventos, se sabe que las primeras
entradas sinépticas que reciben las células granulares durante el
desarrollo in_vivo, son las de las fibras musgosas excitadoras
provenientes de puente y médula espinal (Altman, 1982), lo cual
ocurre alrededor del 5o dia postnatal (Arsenio y Sotelo, 1985).
Sin embargo, no es sino hasta alrededor de los dias 10 a 12

postnatales cuando se tienen evidencias experimentales (Altman,
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1982) de dichas sinapsis. Las fibras musgosas poseen varicosidades
llenas de vesiculas que hacen sinapsis con las dendritas de las
células granulares. Dichos sistemas se conocen como glomérulos
(Burgoyne y Cambray, 1988). En el glomérulo también hacen sinapsis
las células inhibidoras de Golgi. A su vez, las células granulares
tienen su principal grupo de células blanco, en las células de
Purkinje (Burgoyne y Cambray, 1988) y parece ser que la sinapsis
con dichas células es un evento que juega un papel importante en la
supervivencia de las células granulares (Sotelo y Changueux, 1974;
Burgoyne y Cambray, 1988). Estas sinapsis se establecen alrededor

del dia 12 postnatal.

Durante 1la diferenciacién, todos 1los tipos celulares
mencionados, completan la adquisicidn del fenotipo neural que les
conducira a un estado relativamente especializado, lo que amplia la
expresién de clertas caracteristicas tanto estructurales, como
metabblicas. Es durante este proceso, que las células definen el
neurotransmisor a utilizar durante el estado maduro, lo cual
conlleva a la expresién de la maquinaria bioquimica para 1la
sintesis, liberacibn.y captura del transmisor y finalmente, sélo un
pequefio nimero de células queda como unidad estructural y funcional

del individuo adulto (Fig. 4).
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AMINOARCIDOS EXCITADORES Y SUS RECEPTORES

Un neurotransmisor se puede definir en términos generales como

una sustancia liberada de las terminales sginépticas y que tiene un

efecto especifico sobre la permeabilidad i6nica de la neurocna

postsindptica. Existe una serie de criterios determinados con los

que debe cumplir dicha sustancia para ser considerada como

neurotransmisor, como son:

a)

b)

c)

d)

e)

Presencia en las terminales nerviosas

Sintesis en la célula nerviosa

Acci6n farmacolégica:

Agonista: que sBe conozca un ligando ex6geno que
mimetice el efecto del ligando endbégeno

Antagonista: que haya compuestos que eviten que el
ligende endbfgenn nuada actuar.

Es decir, que existan receptores especificos para dicha
sustancia.

Acciétn fisiolégica: Que se induzca la liberacién del
neuvrotransmigor v se vea su efecto, para luego comprobar
si el efecto es igual cuando se prueba el candidato &
neurotransmisor.

Liberacién como respuesta a depolarizacién, de manera

dependiente de calcio.
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£f) Mecanismos de terminacién de 1la seflal (p.ej. por
difusién en el espacio sinaptico, por enzimas

degradadoras o por sistemas de captura de alta afinidad)

Existe una gran variedad de compuestos considerados como
neurotransmisores en el SNC. Entre ellos, los aminoacidos
excitadores glutamato y aspartato ocupan un lugar muy importante
dada su potencia y amplia distribucidn, constituyendo pues, los
transmisores excitadores méds abundantes en el SNC. Si bien es
clierto que ‘participan en procesos del metabolismo intermedio,
también existe suficiente evidencia de que funcionan como
naurotransmisores, entre las cuales se pueden mencionar, el hecho
de que el Glu esté distribuido ampliaments en tejido cecrebral, con
donde ademds, est& mas concentrado que cualquier otro aminodcido
(Fonnum, 1984). Se han realizado experimentos electrofisiolégicos
Y farmacolégicos que permiten considerar al Glu como
neurotransmisor, es decir, satisface los criterios de localizaciédn
presindptica de neuronas especificas, se libera especificamentse por
medio de estimulos fisiolégicos a concentraciones suficientemente
altas como para oblenerse una respuesta postsindptica, ha
demostrado una identidad de accién con el neurotransmisor natural,
incluyendo respuesta a los antagonistas y se conocen mecanismos de

terminacién de la acecién del Glu.
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Por otro lado, también se tienen muchos ejemplos de liberacién
de Glu en estudios in vivo (Fonnum, 1984). Finalmente, existen
evidencias inmunohistoquimicas de 1la 1localizacién y =alta
concentracién de enzimas relacionadas con la sintesis de &cido
glutémico en estructuras que se consideran
glutamatérgicas(Altschuler et al, 1981; Young and Fagg, 1990).

A partir de una serie de estudios formacolégicos
electrofisiolégicos, se ha encontrado una gran variedad de
receptores a glutamato y aspartato. Debido a que estos aminoécidos
son reconocidos de igual manera por todos estos subtipos de
receptores, se han utilizado una serie de fArmacos capaces de
unirse de manera selectiva a cada subtipo de receptor.Actualmente,
algunos autores hablan de 2 subtipos principales: logs del tipo
NMDA (que reconocen especificamente a un amino&cido exbgeno
conocido como N-matil-D-Aspartato) y los del tipo no- NMDA, que se
subdividen a su vez en otros 3 tipos, de acuerdo con su mecanismo
de accién y con su agonista preferencial, Estos son: los receptores
de A&cido kainico y de AMPA, cuyo mecanismo de accidn es ionotrépico
(al igual que el de NMDA); y o} motesbotrépico, que utiliza un
sistema se segundos mensajeros para llevar a cabo los cambios
i6nicos producto de su estimulacién. Se tiene también evidencia de
un quinto subtipo de receptor a amino&cidos excitadores, pero se ha
caracterizado pobremente. Este receptor tiene como agonista exégeno
al L-AP4 y tembién tiene una respuesta jonotrépica (Watkins &

Evans, 1981; Davies y col., 1983; Koerner & Cotman, 1981).
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Caracterizacién de los receptores

a) Receptores del tipo No-NMDA:
Receptor de Acido Kainico

El receptor de &cido kainico, como se muestra en el Cuadro
11 tiene como agonistas al KA, al domoato ¥y &l ccromelato, ademés
del endbgeno Glu. Los antagonistas son GAMS, pCBP2DA, DNQX y CNQX.
Como se menciondé anteriormente, la respuesta inducida es
ionotrépica, provocando una depolarizacién rspida hasta que se
alcanza cierto nivel de potencial de membrana y se activan los
receptores de NMDA (Cotman e lversen, 1987). Estudios reclentes
han demostrado que el receptor es permeable ademls de a Na* y K°,
a8 iones divalentes como el Ca'" (Miller, 1991, Fig..5) lo cual sélo
se habia probado para el receptor de NMDA. En general, los sitios
de unidn dc k=inato muestran una distribucién complementaria a los
sitios que unen NMDA (Cotman et al, 1987). A pesar de que dichos
sitios son predominantemente telencefélicos, a veces se encuentra
una densidad mayor de sitios que unen kainato en lugares donde hay
baja dsnsidad de sitios gque unen NMDA, por ejemplo, la zona
terminal de las fibras musgosas. En el cerebelo, tanto los sitios
de NMDA como los de kainato son més densos en la capa granular gue

en la molecular (Cotmar'n et al, 1987)(Fig. 5a).
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Receptor de AMPA

Anteriormente se le conocia como receptor da 4acido
quiscuélico, pero éste no es un ligando selectivo y se ha probado
una mayor afinidad del receptor por el AMPA (Young y Fagg, 1990).
Este receptor, como su nombre lo indica, tiene como agonista
preferencial al AMPA. Le siguen erf afinidad, el Glu, el kainato y,
muy levemente, el ibotenato (Cuasdro II Fig. 55). Loz antagonistas
son analogos estructurales del &cido quinurénico, como el DNQX y el
CNQX. La activacién de este subtipo de receptor también induce una
depolarizaci6ébn rapida, ionotr6pica, a través de la entrada de
sodio. El1 receptor parece estar influido por una proteina
moduladora y por aniones caotrOpicos {anicnes que cambian el estado
de hidratacitn de la membrana, como el tiocianato). Este subtipo de
receptor se encuentra principalmente en regiones telencefélicas,
particularmente en hipocampo. En cerebelo, se encuentra en mayor
denaidad en la capa molecular. Excepto por su localizacién en
cerehelo, este subtipo estd asociado a  los sitics donde se
encuentran los receptores de NMDA, lo que sugiere fuertemente que
existe una funcidn concertada de estos 2 receptores (Young y Fagg,

1990 y Cotman et al, 1987).
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Receptor Mctabotrépico:

Como ya se menciond, este subtipo de receptor tiene una
regpuesta que involucra segundos mensajeros, productc de la
actividad de proteinas G (Fig. 5c¢). Este receptor parece estar
asociado a la formacidén da fosfatos da inositol v diacilalicerol,
Los agonistas preferenclales de este receptor son el &cido
quiscualico, el iboténico y el Glu. Recientemente se ha visto que
el IS,3R-ACPD, la forma activa del trans-(dicarboxil)ACPD, es un
agonista selectivo de los receptores metabotrépicos del A&cido
glutémico. Los antagonistas que mejor se conocen acttan a nivel de
transduccién d? la sefial, es decir, cuando el receptor ya ha sido
activado por el agonista. La toxina Pertussis, por ejemplo, bloguea
la Jnhibicién de la adenilato ciclasa (Stryer, 1988) al impedir la
hidrélisis del GTP (Alberts, 1983) impidiendo el efecto normal de
la unién del agonista con sSu receptor. Un antagonista poco
selectivo y poco potente, pero que actida a nivel de este receptor,

es el L-AP3,
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b) Receptores del tipo NMDA

Como se observa en el Cuadro I, el subtipo de receptor
a aminoécidos exciltadores conocido como NMDA tiena como agonista
especifico al &cido N-metil-D-aspartico y como preferenciales a los
&cidos D-Homocisteinsulfinics, Homeguinolinico y CPG. Posee un
canal permeable a sodio (el contraién es potasio) y, & diferencia
del resto de los receptores concocidos, es permeable a calcio. La
respuesta que se induce por NMDA es més larga Que en los otros
receptores ionotrépicos, ya que entran sadio y calcio. Dentro de
dicho canal se encuentra un sitio al que se une magnesio de manera
dependiente de voltaje. En condiciones basales, el magnesioc unido
al canal inhibe el paso de iones aungue el receptor esté
estimulado. Esta inhibicién se bloquea cuando se aumenta el voltaje
de las membranas y el magnesio sale del canal, esto es, la
activacién del receptor es dependiente de voltaje, la corriente &5
regenerativa y se incrementa con la depolarizacién (Cotman a
Iversen, 1987). El1 canal del receptor también se bloquea por PCP,
MK-801, TCP y quetamina. El complejo del receptor tiene también dos
sitios de modulacidén: uno que une glicina o serina y otro ¢us unc
zinc (Young & Fagg, 1990). La glicina, que funciona como
neurotransmisor inhibidor, en este caso se une a un sitio
insensible a estricnina, a diferencia del receptor de la glicina y
actia como potenciador de la acciétn del NMDA (Johnson & Asher,

1987; Patel y col., 1990). De hecho, se ha sugerido que el receptor
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no funciona en tanto no esté& ocupado el sitio de la glicina.
También existen fArmacos que actdan a ese nivel, como antagonistas
tales como el HA-966, el &cido 7- Cl-Kyn y el 5,7-DCK (Fig.5d4 y
Cuadro I1). Por otro lado, también se ha encontrado un sitio del
receptor que une poliaminas del tipo espermina y espermidina; dicho
sitio no ha sido claramente localizado, pero algunos autores 1o
situan en ia parie 42l receptor que mira hacia dentro de la célula
{Ransom y Stec, 1988). En general, la distribucién de sitios que
unen NMDA es telencefélica. En cerebelo, se encuentra
principalmente en la capa granular y casi siempre estd asoclado a
zonas con alta densidad de sitlos que unen AMPA y a veces con

sitios gue unen kainato (Cotman et al, 1987).
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Fig. 5 Modelos esqueméticos de K:!.os; Teceptores a aminolcidns
excitadores con los iones y las drogas que interactian con cada uno
de ellos (Reynolds & Miller, 1988; Young & Fagg, 1990). Los
detalles se describen en el texto. :
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CUADRO II

RECEPTORES A AMINOACIDOS EXCITADORES (SNC DE MAMIFEROS)

Receptores NMDA K AMPA  METABOTROPICO
A ESPECIFICOS NMDA K AMPA
G ACBD ATPA
[o]
N
I TREFERENCIALES D-HCSA K Q ACPD
S HOA Domoato ODAP (28,35,48)CPG
T CPG Acromelato * .
A IBOTENATO
S ENDOGEROS L-Glu L-CA
4-L-ASp ———— L-HCSA o p
L-CSA L-HCA
QUINOL
POTENCIADORES Gly, D-Ser
A
N COMP. ESP. D-CPP NBQX
(sitio de reconoc. D~-APS
T del agonista) D-AP7
A
OTROS CNQX L~AP3
G DNQX
o]
TOXINAS DE ARANA Y
N AVISPA.pCB-PzDA,
pBB-PzDA, TDGG, GAMS,
I KYN
ESPEC. NO COMP, Mg++
s (nivel de canal) MK-801
PCP
T TCP
Quetamina
A
S
Antipotenciadores HA-966
7-ClKyn

5,7-DCK *5-Bromowilardina
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METABOLISMO DE AMINOACIDOS EXCITADORES

El &cido glutémico es el neurotransmisor principal en el SNC.
De ahi, que tenga un especial interés el obtener informacién acerca
del metabolismo de este aminodcido en el cerebro (Hertz et
al.,1983; Schousboe, 1987). El1 Acido gluté&mico no s8lo funciona
como neurotransmisor, sino que ademas participa en vias metabdlicas
secundarias, forma parte de proteinas, es precursor del GABA y
participa en procesos de detoxificacidén por amonio. Para este
trabajo es importante hacer énfasis sobre la actividad de las
enzimas que sintetizan Glu como neurotransmisor. Las reacciones de
mayor importancia en este sentido son las catalizadas por la

glutamato-deshidrogenasa (Wolf & Schilnzel, 1987), la glutaminasa

activada por Iosfalu (GAF)(Hambergser &t cl., 1972) y 12 =sspaxrtato-
aminotransferasa (AAT) (Altschuler et al., 1885).

La reaccién que cataliza cada una de ellas es:

Glu~dcchids.

a) a-cetoglutarato + NH,, + NADH + H' -———-cwe———a L-Glu + NAD*

+ H0

AAT
. b) a-cetoglutarato+ L-Aspartato ------—w-- L-Glutamato +

+ Oxalacetato
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c) Glutamina —-cecememe—o L-Glutamato

Existe otra via biosintética de &cido glutémico, pero solo se
lleva a cabo en células gliales (especificamente astrocitos):
GS

Glu —m—m—ee- Glutamina + NH, + H’

La enzima que cataliza esta reacciétn es la glutamino
sintetasa y constituye una de las formas de eliminacién del
neurotransmisor del espacio sinaptico.” Las otras enzimas se
encuentran asociadas a neuronas glutamatérgicas. A partir de
estudios inmunohistoquimicos se ha concluido gue la AAT esta
asociada a de manera particular a estructuras glutamatérgicas

(Palaiologos, 1989).

La AAT tiene una localizacidn mitocondrial y citoplasmica. La
GA¥ es mitocondrial, al igual que la glutamato deshidrogenasa.
(Fig. 6). Algunos autores mencionan que la glutamato deshidrogenasa

también tiene localizaciédn citoplasmica (Strayer, 1988).

Por otro lado, se ha demostrado (Patel et al, 1987) que la
actividad de la GAF se ve modificada durante el desarrollo de
neuronas glutamatérgicas, lo cual la relaciona con 1la

diferenciacibn de &stas y el establecimiento de vias
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glutamatérgicas. Sin embargo, estudios recientes proponen gue no
s6lo la. GAF participa en estos procesos sino que actia de manera
concertada con la AAT, especificamente, la x_:ct:l.vid‘ea ‘de una enzima,
depende de la actividad de la otra. La reaccién %e cataliza la AAT
s6lo puede proveer una sintesis neta de L-Glu a partir de L-Asp,
por lo que requiere de la GAF para proveer el L-Glu gque se va a

utilizar como neuroiransmizor {(Fig, 6) (Palaiologos et al., 1989).

oYt MEM MIiT
ol e PYR PYR
/Suc CoA
I‘H
oK@
MAL ey H
\ Val Ai_
GIuJ OAA—MAL: MaL—0A AcetylCoAl
m'go(m ._/!"; ~é6n ;iu +
Arp!
G.Iu
PAQ
Gin
1]
ofKG Gln

Fig. 6: Esquema de las reaccilones citoplésmicas y mitocondriales
relacionadas con la biocsintesis del neurotransmisor Glu.
En este esquema se muestra cémo las enzimas AAT y GAF
deben funcionar de manera concertada para sintetizar el
Glu como neurotransmisor liberable.
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FACTORES TROFICOS Y NEURQTOXICIDAD

Como ya se menciondé, la muerte celular es un evento que se

requiere para la formacidén de un individuo adulto. Existen muchos

)

€

urante ol desarrollo normal

o3

o

ejemploeg de muerte notural gue st

de los vertebrados (Gluecksman, 1951). La muerte celular juega un
papel esencial en el modelaje y refinamiento de muchos tejidos
tanto durante la ontogenia como en el estado adulto. Este evento es
particularmente comin en el desarrollo del SNC (Hamburger &
Levi-Montalcini, 1949). Existe suficiente evidenciz (Baldsz, 1988)
que indica que dicha muerte se debe al desarrollo de necesidades de
sobrevivencia especificas que involucran células hlanco de neuronas
en desarrollo que producen pequefias cantidades de moléculas
especificas por la cuales las terminales nerviosas parecen competir
(Ba‘rde, 1989). Aquellas células que incorporan suficilente factor
tr6fico (las moléculas especificas antes mencionadas) sobreviven,
en tanto gue las que no tienen un suficiente apoyo tréflco, se

mueren (Martin et al; 1988).

La expresién secuencial controlada de la informacién genética
es esencial para el crecimiento y la diferenciacién ordenados de
las células. S6lo una pequefia fracciédn del genoma de una célula se
expresa en un momento dado (Stryer, 1988). Existen 2 esquemas

generales que deben tomarse en consideracién para la muerte
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neuronal ocasionada por la falta de factores tr6ficos: una
posibilidad es que las neuronas requieren factores tréficos para
mantener su actividad metabblica y por lo tanto, sobrevivir. La
otra posibilidad sugiere que la ausencia de factores tréficos
ocasiona un proceso metab6lico activo, por ejemplo, actuando como
represores de genes maestros que si se activan, generan toda una
serie de actividades cuyo fin Gltimo es la muerte de la célula.
Martin y col. (1988) proponen esta ultima, como la causa de muerte
ce;ular en un estudio realizado con neuronas simpdticas de ganglios

cervicales.

Una de las moléculas tréficas mejor caracterizadas es el Factor
de Crecimiento Neural (NGF). El NGF estimula a neuronas simpaticas
Yy otras neuronas sensoriales(Barde, 1989) a dividirse y
diferenciarse (Stryer, 1988). El NGF es un polipéptido sintetizado
y secretado continuamente en pequefias cantidades por células blanco

dc ncurcnzs cimpiticas y senaorialee derivadass de 1a orasta. Erta

factor sa une a receptores especificos de procesos neuronales, y
"luego, tanto el NGF (Hendry et al., 1974) como el receptor (Johnson
et al., 1987) se transportan de manera retrdgrada al soma (Martin
et al., 1988)., El NGF ge aorupa junto con al Factor Neurotrdfico
derivado de Cerebro (BEDNF), el Factor de Crecimiento de
Fibroblastos (FGF) (Barde, 1989), el NT3 y el NT4 y se les conoce

como neurotrofinas.
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Actualmente no se tienen bien definidos a los factores tré6ficos
para las células granulares, pero sin lugar a dudas incluye
hormonas, neurotransmisores y moléculas especificas reguladoras del
crecimiento. Los unicos factores hormonales que se sabe tienen
efecto sobre las células granulares son las hormonas tiroideas T3
y T4 (Burgoyne & Cambray, 1988). Estudios realizados para conocer
los factores gue requieren estas células han demostrado que las
células sobreviven en un medio simple suplementado con insulina

{Huck, 1983).

Otra posible clase de factores tro6ficos pueden ser los
neurotransmisores (Burgoyne & Cambray 1988). Se ha probado que el
neurotransmisor inhibidor GABA tiene un efecto tréfico sobre
células granulares (Hansen et al., 1984}, incluyendo ei desarrollo
de neuritas, formacibn de cimulos y principalmente la expresién de
racaptoras sindpticos de GABA. Por otro lade, se considera que el
Glu es un posible candidato a neurotransmisor de las células
granulares (Sandoval & Cottman, 1978), y a su vez, las células
granulares poseen receptores a amino&cidos excitadores que incluyen
a los del tipo NMDA eﬂ altas concentraciones cuando las células son
inmaduras y en bajas concentraciones en el cerebelo adulto
{Garthwaite et al., 1986), sugiriendo que estos receptores pueden
tener un papel importante durante el desarrollo de estas células
(Burgoyne & Cambray, 1988). Pe hecho, Balasz y col. (1988) sugieren

que el NMDA previene la muerte de células granulares dque
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normalmente se observa en cultivos con un medio con sueroc. Por un
ledo, ellos han estudiado el efecto de la depolarizacién por
potasio en la sobrevivencia de las células granulares y proponen
que la depolarizacién mimetiza de algin modo la accién que las
fibras musgosas tienen en un estadio temprano del desarrollo de las
células granulares in vivo (Gallo et al., 1987) y que el efecto
tréfico da 12 depolarizacidn esta medlado por un incremento de Ca**
intracelular, por la entrada de éste mediante canales de calcio
sensibles a voltaje (VSCC)(Balasz, 1988). De algan modo, entonces,
el NMDA est& reemplazando al K+ como agente depolarizante, ya que
su receptor posee un canal bermeable a Ca'*., Se sabe también, que
las células granulares requicren de dicha depolarizacidén. sblo
durante un tiempo muy corto y preciso dé su desarrollo; tiempo que
coincide con la actividad de las fibras musgosas sobre ellas, in

vivo (Balasz et al., 1988) (Figs. 7 y 8).

Sin embargo, también es conocide que la aplicacién focal de
pequefias cantidades de amino&cidos excitadores o sus an&logos en
determinado estadio del desarrollo es neurotéxico (Fig. 7 ),
(Olneyy,‘ 1984). Se ha sugerido que la isquemia, hipoxia e
hipogiucemia tienen como resultado la 1liberacién masiva de
aminofcidos excitadores que sobreestimula & las neuronas y puede
ocasionar convulsiones epilépticas sosteniqas (Balasz, 1988). Se ha
comprobado ( Simon et al., 1984) que se puede prevenir el dafio
neuronal en hipocampo y en nﬁcleo‘ caudado ocasionado por isquemia,

aplibando antagonistas del receptor de NMDA (como APV, por
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ejemplo). Se propone que ambos efectos, tréfico y todxico, del NMDA
estén mediados por el mismo mecanismo, que es un incremento notable
en el flujo de Ca** (Fig. 8) (Rothman & Olney, 1987; Garthwaite &
Garthwaite, 1986b; Choi, 1988,). Esta accién bipotencial de 1los
aminodcidos excltadores (Glu y especificamente NMDA) como
sustancias tréficas y toxicas, los convierten en agentes
especialmepte importantes en el coqtrol del desarrollo neuronal,
desde la iniciacién de la formacidn de neuritas y diferenciacién de
las caracteristicas neuronales hasta la regresién y eliminacién de

procesos, &si como la muerte neuronal en el estado adulto.
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pafio 0SMOTICO DANO RELACIONADO CON EL CALCIO

Depolarizacién Entrada de calcio por canales
acoplados a agonistas
{(especialmente NMDA)

Entrada pasiva
de Cl- Malfuncionamiento mito-
condrial

Influjo posterior

de cationes Activacidén de Proteasas
Entrada de agua Activaciotn de lipasas
Lisis osmoética Se incrementa la activacién del

receptor a NMDA

Fig. 7: Mecanismos propuestos para la neurotoxicidad de 1los
amino&cidos excitadores (Rothman & Olney, 1987)

Estado de maduracién *  Efecto del NMDA
de la células granulares

Depolarizaciéa  Trbdfico Téxico

Células granulares exter-
nas ? - -

postmitdticad, eun wigza-
cién - % - -

Células granulares de la
capa interna .

recién llegadas e

innervadas 2 + -
diferenciandose + - +
bien diferenciadas % - -

Fig. 8: E1l efecto del NMDA depende del estado de maduracién de las
células granulares (Garthwaite et al., 1986, 1987; Balazs &
Jorgensen, 1987; BalAzs et al., 1987; Garthwalte & Garthwaite,
1986). (+)= efecto demostrado; (-)= efecto no detectado; (t)=efecto
débil; (?)= no se sabe.
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OBJETIVO

Dados los antecedentes de que el NMDA y el potasio ejercen una
acclén sobre la actividad de la GAF en las células granulares y
ésta se ha tomado por lo tanto como una enzima marcadora del
desarrollo, con el presente trabajo se pretendi6é retomar 1la
participascitn de la activacién de los receptores a NMDA y la
depolarizacién por potasio, como factores involucrados con la
actividad de una enzima que recientemente se ha sugerido que esté
relacionada més directamente con la sintesis de glutamato como

neurotransmisor, a saber, la aspartato-aminotransferasa.

Por todo 1o anterior, se buscd finalmente establecer un
modelo de desarrollo bioguimico, congiderando una actividad

concertada de las enzimas antes mencionadas.
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HMATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron cultivoé primarios enriquecidos en células
grénulares (95%) de¢ cerebelo de ratas wq.star. Las células se
obtuvieron por disociacién de cerebelos de ratas de 8 dias de
nacidag (8P) madiante ls t&cnice dsscriia por Moran y Patel (1989).
El medio de cultivo en que se sembraron fue unvmedio basal de Eagle
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
(Microlab), 5 Mm de KCl, 2mM de glutamina y una solucidn de
iaenicilina-estreptomicina, 50U/ml y 50 pg/ml, respectivamente. Para
permitir la adherencia neuronal, las cgjas &n gque se sembraron,
fueron tratadas previamente con 5 pg/ml de poli-L-lisina durante 24
hrs. Las.células se sembraron a una densidad final de 1.2 a 1.5 x
10®* cels./ml; aproximadamente 19 hrs. después, se les agregé una
solucidn de citosina arabinosa 10 pM para evitar el crecimiento de
células no neuronales (Balasz et al, 1988).

Los astrocitos se cultivaron de manera similar, excepto que las
cajas no requieren ser tratadas previementé c.on poli—n-iisina y
tampoco se agrega citosina arabinosa. Los astrocitos requieren
cambio de medio una vez transcurrida una semana de su siembra y
luego cada tercer dia. Las células de corteza ‘de cerebro se
siembran de manera anfloga a las células granulares, con la Gnica
diferencia de que las ratas que se utilizan son fetos de 17 dias

(17E).
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Las células se incubaron a 37°C, en una atmdsfera de CO,
(4.5%) y aire saturado con vapor de agua (95%)(Moran y Patel,
1989). Después de 2 dias in_vitro (DIV) las neuronas se sometieron
a diferentes tratamientos por espacio de 72 hrs. Los astrocitos se
trataron a las 2 semanas in _vitro y también se les dejd el
tratamiento durante 72 hrs. El tratamiento de las células consistis
en la adicién de alicuotas pequefias (s 100pl/caja) contsnicnds lag
distintas drogas. A los 5 DIV {(neuronas) y 19 DIV (astrocitos) las
células se lavaron con PBS a SB'C'y congelaron a -70°C (las células
permanecian en las cajas de cultivo). Para la realizacién de los
ensayos, las células se descongelaron y homogenaizaroq en 200 pl de
buffer de imidazol pH 7.4;A1as resuspensiones sc trasgladaron a
tubos eppendorf y se sonicaron 3 seg. a 15 Hz. Se separaron
muestras para la determinar la concentracitn delproteina (20 pl por

duplicado) Y para medir la actividaad enzimatica

La actividad de la AAT se cuantific6é de acuerdo con una
técnica modificada de Lai y col. (1989):

Ss prepereron 2 soluciones que contenian lo siguiente:

Sol. A: a-oxoglutarato 8.5 Mm y L-aspartato 17 Mm
en Buffer HEPES-Tris Ph 7.5
Sol. B: NADH 0.23 Mm, MDH 10 U/ml, Tritén X-100 0,.17%

en Buffer HEPES-Tris Ph 7.5
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El ensayo consisti® en la medicién de la utilizacién de
NADH por el tejido (Fig. 4), en un espectrofotémetro, a 340 nm. Se
calibré el aparato con 900 pl de sol. B y 70 pl de tejido.
Inmediatamente después, se agregaron 100 pl de sol. A, para activar

la reaccién que se siguié durante 3 min (Fig. 9).

AAT
L=Asp + a-oxogiutarato =—-——--- Oxalacetato + L-Giu
MDH
Oxalacetato + NADH =~ -~====ewe L-Mal + NAD- + H+
Fig. 9.- Reacci6n general de la mezcla que se utiliza para

medir la actividad de la enzima AAT.

La actividad ds la senzima &8 calculd a partir del
coeficiente de extincién molar del NADH (6.23 x 103) y se expresa
como actividad (pmolas/unidad de tiempo) por mg de proteina o en
algunos casos, ‘por caja de cultivo. Paralelo al andlisis de
actividad de la AAT se midi6é la actividad de la LDH, como parametro
del metabolismo general (Bergmeyer et al, 1968). La actividad se
midib espectrofotométricamer;te a través de la desaparicidén de NADH,
utililzando piruvato como sustrato. La cantidad de proteina en
las muestras se midié mediante la técnica descrita por Lowry et al

(1951), utilizando una curva patrén de élb\‘mina bovina.



42

En algunos casos se estudiaron estos mismos parlmetros en
astrocitos de 2 semanas_in vitro de cerebelo de rata y neuronas
corticales de cerebro de rata en cultivo, para asi comprobar 1la

especificidad enzimética y celular de los tratamientos.
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RESULTADOS

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

La actividad de la enzima AAT si se ve modificada de manera
espacifica en la preparacién de nuestro estudio. Tanto el KC1,
como el NMDA incrementan la actividad de la enzima de manera
dependiente de la concentracién (Figs. 10 y 11 ). La actividad de
la enzima aumenta de un 65-75% cuando se les trata durante 72 hrs.

con KCl o con NMDA.

Como se observa en la Fig. 10 , la EC50 para KCl1l es 9 mM. La
actividad especifica de la enzima sumenta de 7.03 % 0.26 pmol/h/mg
prot. a 5 mM de KCl hasta 12.12 + 1.04 pmol/h/mg prot. a 40 mM de
KCl. Al incrementar posteriormente la concentracién de KCl, ya
no se observan aumentos significativos en la actividad de la

enzima.

Como se muestra en la Fig. 1l,la EC,, para el NMDA esde 25 uM
y el efecto méximo se observa a 50 pM. Cuando las célules se
cultivan con 5mM de KCl y 15 pM de NMDA, la actividad de la AAT no
se ve modificada, sin embargo, si se cultivan con 10 mM de KCl, un
incremento a 20 pM de NMDA ejerce un efecto de aumento en un 30%

de la actividad de la AAT. Si se continGa aumentando la
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10: Efecto de KCl y NMDA sobre la actividad de la

aspartato-aminotransferasa. Las células se
cultivaron SDIV en 5mM KCl y se trataron durante 72
hr con diferentes concentraciones de KCl, con ( )y
sin ( ) NMDA 20 pM. Los resultados se expresan como
promedios +SEM de 6 experimentos diferentes.

* = diferencia estadisticamente significativa
{p<0.005) con respecto al control (ANOVA).
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Efecto de la concentracidén de MDA ccbre la actividad
de la AAT. Las células se cultivaron durante 5DIV y
s@ trataron durante 72 hrs con diferentes
concentraciones de NMDA (v. texto). Los resultados se
expresan como promedios ISEM de 6-8 experimentos
diferentes.

Diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control (* = p<0.01, ** = p<0,001) (t de
Student).
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concentracién de KCl, el efecto del NMDA no se ve modificado. Se
ha sugerido qus una depolarizacién parcial de la membrana de las
célplas granulares evita la accidn antagonista del Mg++ sobre el
receptor de NMDA (Balazs 1988, Morén y Patel, 1989). Nuestros
resultados apoyan cl hecho de gue esta depolarizacidn se logra
teniendo una concentracion final de 10 mM de KCl1l (Fig.l) y ademés,
ia adicién de 10 mM de Mg* inhibe en un 85% la accién del KC1
" (Tabla i) y la del NMDA en aproximadamente un 75% (Fig. 12).

Los efectos de alto potasio (HK) y NMDA no modifican 1la
actividad de la lactato deshidrogenasa, asi como tampoco se ve
modificada la actividad de la AAT en otros tipos celulares, como

astrocitos y neuronas corticales (Tabla II).
~-Caracteristicas de la estimulaci6n de la ARAT por alto potasio

La depolarizaciétn ocasionada por HK podria estar estimulando
ia liberacién de Glu endbégeno y por lo tanto, su acoidin 53TLG
indirecta, estimulando via los receptores de Glu. El efecto del
KCl se ve reducido aproximadamente en un 12% cuando se utiliza
0.25 pM de MK-801 (un potente antagonisté del receptor de NMDA)
(Tabla I) y cuando se utiliza 150 uM de DNQX (antagonista ds
receptores de Glu no-~NMDA), la actividad del KC1 se reduce en un

7% (Tabla I).
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Tabla I. Efecto del calcio y los antagonistas de aminodcidos
excitadores sobre el incrementoc inducido por potasio en la
actividad de la aspartato -aminotransferasa de células granulares.

Condicién AAT Actividad
pmolas/h/mg prot

Control 7.56 £ 0.14 (8)
KCl 12.88 + 0.41 (8) »*
KCl + Nifedipina 7.71 + 0.37 (6) +
KCl + Magnesio 8.46 + 0.25 (6) *,+
KCL + TTX 12.04 £ 0.61 (6) **
KC1 + MKBO01 11.40 = 0.60 (3) **
KCL + DNQX 11.98 + 0.70 (3) **
XCl1 + DNDX + MKBOLl 11.75 £ 0.65 (2) **

Se cultivaron células granulares en 10 mM KCl durante 2 diss y
luego se trataron con 30 mM KC1l, con o sin 0.1~-0.5 pM Nifedipina,
10 mM Mg**, 1 pM tetrodotoxina (TTX), 0.25 pM MK-801 6 100 pM DNQOX.
A los 5 DIV se homogenizaron las células y se estim6 la actividad
de la AAT tal como se describe en los métodos. Los resultados se
expresan como promedios + SEM del nimero de experimentos expresado
en el paréntesis. Los asteriscos indican diferencias estadisticas
con respecto al control (*P < 0.01; **P < 0.001) y las cruces
indican diferencias estadisticas con respecto a KC1 (+P < 0.001) sl
realizar una ANOVA.
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Tabla IXI. Efecto del potasio y del NMDA sobre la actividad de la
AAT, LDH y GAP de neuronas cerebelares y corticales, asi como de
astrocitos de cerebelo.

Neuronas Granulares Astrocitos Neur. Corticales
NMDA KC1 NMDA KCl NMDA KCl
AAT 165.0 £ 6.3 178.4 2 7.3 107.8 2 6.9 95.6 2 5.5 85.7 + 8.8 101.9 » 6.3
PRG 287.2 ¢ 9.8 277.6 12124

LDH 94.8 293 91.8:3.8
Proteina 109.8: 2.0 3042141

- - 92.6 2+ 5.3 98.9 = 6.4

Se cultivaron células granulares y corticales durante 2 dias y
luego se trataron con 150 pM NMDA o 30 mM KCl. Después de 5 DIV se
congelaron las células y se midieron las actividades de las enzimas
como se Aa33cribke en 1ns métodos. Los astrocitos también fueron
tratados duranta 72 hrs, pero después de 2 semaunas i cultive, Tos
resultados sa cxpresan como prociento del control * E.S. de 4-6
experimentos diferentes.
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El incremento en la actividad de la AAT por HK es dependiente
de Ca++, ya que 0.1pM de Nifedipina inhiben este efecto (Tabla ¥
). Por otro lado, es independiente del flujo de Na+, como lo

muestran los resultados con TTX 1 pM.

-Caracterfsticas de la estimulacién de la AAT por NMDA
El efecto observado del NMDA x';e debe a la estimulacién selectiva
de los receptores de NMDA, ya que tanto antagonistas competitivos
(APV 300 pM) como no competitivos (MK-801 0.25 pM) bloquean
conipletamente la activacién inducida por NMDA 150 pM de la AAT
(Fig. 12). .Ademas, como se observa en la misma figura, el DNQX

100 pM no interfiere con el efecto del NMDA.

~Caracteristicas a nivel molecular de la activacién de la AAT
por alto potasio y NMDA

Con el objeto de esclarecer la forma en que el RC1 40 @i ¥y &1
NMDA 150 yM estén ccasionando el efecto observado sobre la AAT, &6
probaron drogas que inhiben la sintesis de proteinas a. 2 niveles
distintos, como lo son la ciéloheximida Yy actinomicina D. Cuando
las células se cultivan durante las Gltimas 48 hrs con KC1 40 =
o NMDA 150 pM en presencia de 1 ug/ml de cicloheximida, efecto
de HK se ve reducido en un 50% (Fig. 13a) y el del NMDAen un 68%
{Fig. 13b). De manera anéloga‘, cuando se agrega actinomicina D
0.01 pg/ml en lugar de cicloheximida, bajo 1qs mismas condiciones,

tanto el efecto de HK, como el de NMDA, se
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Efecto de antagonistas de receptores a aminoAcidos
excitadores tipos NMDA y no-NMDA sobre la actividad
de la AAT. Los resultados se expresan como
porcientos del control #SEM de 4-6 experimentos
diferentes. Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (*, p<0.005) y
con respecto al NMDA (**, p<0.005) (ANOVA).
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Fig. 13: Bfeoto dc inhibidczos de 12 sintesie de protefnas
{Actinomicina D 0.01 uyg/ml y cicloheximida 1 pg/ml)
sobre la actividad de la AAT inducides por 40mM KCl o
150pM NMDA. Los resultados se expresan como
porcientos del control :SEM.
Diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control (*, p<0.001) o con respecto a
NMDA o KCl (**, p<0.001) (ANOVA).
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ven bloqueados casi por completo (Fig. 13). Cabe mencionar que
las concentraciones de cicloheximida y actinomicina D utilizadas,
no tuvieron efecto alguno sobre la integridad celular, ni sobre la

actividad de la AAT por si solas.

-Efecto de otros awminoidcidos excitadores (endégenos y
exdgenos)

Las pruebas realizadas con otros aminoécidos excitadores
muestran que, dentro de los agonistas exdgenoe, séloc &l acido
kainico, a bajas concentraciones (10 pM) tiene un efecto
estadisticamente significativo (aumento del 30%) sobre 1la
actividad de la AAT (Fig.14). En la figura 15 se muestra que el
efecto del &cido kainico estd mediado a través de su receptor,
puesto que el DNQX inhibe completamente su accién, en tanto gqua ni
el MK-801, ni el Mg’* lo hacen. La nifedipina tampoco inhibi6é este
efecto. El AMPA, el 4cido Quiscuélico y el LAPB no tienen efecto
positivo sobre la enzima (Fig. 14 ). Dentro de los endégenos que
también se proponen como agonistas del receptor a NMDA, el &cido
quinolinico aumentz 1z sGGiividad de la enzima en un 40% (Fig. 14),
efecto que se inhibe con MK~-801, Nifedipina y Mg* (Fig. 16). El
&cldo-L-homocisteico y el homogquinolinico no tienen efecto alguno

sobre la actividad de la enzima (Fig. 14 ).
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Efecto de agonistas de receptores tipos no-NMDA sobre
la actividad de 1la AAT. Los resultadlos se expresan
como porcientos del control iSEM de 4-6 experimentos
diferentes.

Diferencias estadisticamente significativas (* p<0.01,
** n<0.001)con respecto al control (t de Student).
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Efecto del &cido kainico y antagonistas de receptores
tipos NMDA y no-NMDA sobre la actividad de la AAT.

Los resultados se expresan como porcientos del control
+SEM de 3 experimentos diferentes.
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16: Efecto del &cido quinolinico y antagonistas de
receptores tipo NMDA, asi como de la nifedipina
sobre la actividad de la AAT. Los resultados se
expresan como porcientos del control :SEM.
Diferencias estadisticamente significativas (*
p<0.005) con respecto al control y ** con respecto al
&cido quinolinico (p<0.005) (ANOVA)
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Se probaron también concentraciones desde 10pM hasta 1 mM de
Glu y Asp. Como se muestra en la Filg. 17, el efecto es muy
pequefio, ya que ambos aminoacidos son incorporados por la célula
rapidamente, Por otro lado, el inhibidor utilizado (Asp-B-

hidroximate) tiens un efecto secundario tédxico.
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Efecto de los aminodcidos excitadores Glu y Asp sobre
la actividad de la AAT de células granulares cultivadas
durante 5 dias y tratadas durante las Gltimas 72 hrs.
Las diferencias no son significativas.
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ESTUDIOS DE MORFOLOGIA

El cultivo de células granulares de cerebelo de rata de 8
dias de nacidas en un medio basal Eagle con 10 mM de KCl y

suplementado a los 2 DIV (DPfas in vitro) con 30 mM de KCl o 150 pi

de NMDA no tiene efects clguno smobre la morfologia de las células
observadas con microscopia de luz cuando éstas se congelan a los
5 DIV, si se les compara con células crecidas unicamente con 10
mM de KCl1 (Fig.18). Sin embargo, si las células se dejan en
cultivo més tiempo (7 a 12 D1IV), se observa un claro deterioro
morfolégico en cuanto a un adelgazamiento y ruptura de neuritas,
vacuolizacién de los somas, separacién celular del sustrato y

hasta la muerte celular.

A los 5 DIV ninguno de los tratamientos, incluyendo los
sntagonistas MK-801, APV, los inhibidores de sintssizc protaica
actinomicina D y cicloheximida, afectaron la wmorfologia 'al
observarse con microscopia de luz y la sobrevivencia de  las

células.
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DISCUSION

En este trabajo se estudié la activacidén de los receptores a
NMDA y la depolarizacién por potasio como posibles factores
tr6ficos de las células granulares del cerebelo. Debido a que
recientemente se ha propuesto (Schousbhoe & Hertz,1987; Hertz &
Schousboe, 1987) que la enzima AAT participa directamente en 1la
sintesis de Glu como neurotransmisor, se pretendié demostrar que
el efecto tro6fico antes mencionado est& relacionado con
iadiferenciacién bioquimica, especificamente sobre el aumento en la

actividad de la AAT.

Si bien es cierto que se ha demostrado que la enzima
glutaminasa activada por fosfato parece ser una pieza clave en la
sintesis del Glu utilizado por las neuronas como neurotranasmisar
{Sandoval y col.; 1989), algunos estudios inmunohistogquimicos
(Altschuler et al., 1981; 1982; 1985; Wenthold et al., 1983; 1986)
han sugerido un papel importante de la AAT en la sintesis de este
Glu al demostrar una correlacién entre la distribucién de 1la AAT
y la localizacién de neuronas glutﬁmatérgicas en el Sistema
Nervioso Central, incluyendo al cerebelo. Sin embargo, se tenia
poca informacién acerca de la importancia de la AAT en neurcnas

que utilizan el &4cido glutémico como neurotransmisor. Schousboe y
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Hertz (1987) demostraron que existe una mayor actividad de la AAT
en células glutamatérgicas que en otro tipo de neuronas. En uno
de los trabajos piloneros sobre la importancia de la AAT en células
granulares, Palaiologos y cols. (1989), estudiaron el efecto del
aminooxiacetato (inhibidor de la AAT) y el fenilsuccinato
(blogueador del transporte keto~ dicarboxilico mitocondrial) sobre
la liberacién de D-[3H]- aspartato (un andlogo no metabolizable
del Glu). Estos estudios demostraron que la AAT es una enzima
clave para la sintésis de Glu como neurotransmisor liberable y
sugieren que muy probablemente se requiera de la actividad

concertada tanto de la AAT como de la PAG para dicha sintesis.

Existe evidencia sustancial que indica que la actividad
biceléctrica influye en la sobrevivencia de las células neurcnales
en ciertas etapas de su desarrollo (Brenneman, et al., 1983;
Harris, 1981). La depolarizacién, producto de 1la actividad
neuronal in vivo, induce la sobrevivencia de cultivos celulares de
Sistema Nervioso Periférico (Scott y Fisher, 1970; Wakade et al.,
1983) y Central, incluyendo a las células granulares del cerebelo

(Lasher y Zagon, 1972; Gallo et al., 1987; Baldsz et al., 1988).

La dependencia de potasio se desarrolla dentro de un intervalo
de tiempo de 2 a 4 DIV (Balasz et al., 1990), sugiriendo que esta
depolarizacién in vitro esté de algin modo mimetizando uno de los
eventos més importantes dentro del desarrollo de las células

granulares del cerebelo, esto es, les primeras - innervaciones
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funcionales que &stas reciben de las fibras musgosas, muchas de las
cuales, son glutamatérgicas (Balasz et al., 1988). Es importante
recalcar que el papel que la depolarizacién ocasionada por el NMDA
o por alto potasio ejerce sobre la maduracién y la sobreviviencia

de estas células tiene un curso temporal bien delimitado.

Balazs et al (1988B) demostraron que el desarrollo inicilal de
as cflulos granulsxes &s “indifsrente” & la conceniracidon de
potasio, sin embargo, sus cultivos no podian mantenerse por més de
5DIV, debido a la muerte celular masiva que a esta edad se
observaba. Ellos mismos habian demostrado (1987) ya la necesidad
de utilizar concentraciones altas de potasio (25-40mM) para la
posterior sobrevivencia de las células cuando éstas alcenzaban los
3DIV. De manera andloga, en otra investigacién (1988), demostraron
al requerimiento de NMDA entre los 2-4 DIV para la sobrevivencia de
las células granulares, apoyando con &sto la idea de que este tipo
celular debe alcanzar cierto estado de desarrollo antes de depender
da potasio o NMDA. Sin embargo, a medida que continua el
desarrollo, el efecto tr6fico del NMDA y del potasio se sustituye
por un efaecto téxico y finalmente, ocuando las células estén
totalmente diferenciadas, ya no tienen ma&s que un ligero efecto

depolarizante.

En el presente trabajo se utilizaron condiciones en las que la
dependencia de la depolarizacién por parte de las células

noafectara la sobrevivencia, la morfologia, ni el contenido de
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proteina, comparando con las células control. Esto es, se
crecieron en un medio con 10 mM de KCl basal y se realizaron los
estudios cuando las células tenian 5DIV. En nuestra preparacién,

la muerte celular masiva se daba alrededor de los 7 DIV.

Como se muestra en las figuras 10 y 11, tanto el potasio
como el NMDA son capaces de estimular la actividad de la AAT de

manera dependiente de la dosis.

El efecto observado, ain cuando es especifico para las
enzimas involucradas en la sintesis del neurotransmisor, como la
glutaminasa activada por fosfato (Mor&n y Patel, 1989) y 1la
aspartato-aminotransferasa, la respussta de asta Gltima es menos
pronunciada; probablemente porque en los ensayos no se diferencia
entre la enzima mitocondrial y la citoplésmica pudiendo ser que se
afecten de manera diferente, o bien, que la produccién de Glu por
la glutaminasa, no esté relacionada 1:1 con su transformacién en
Asp por la AAT mitocondrial y nuevamente a Glu por 1la AAT

citoplésmica.

De hecho, Peng et al (1991) establecen que la transaminacién
s8i es uno de los eventos mas importantes en la formacidén del Glu
como neurotransmisor liberable, ya que 1la inhibicién de la
actividad de la alanina-aminotransferasa y/o la
aspartato-aminotransferasa por aminoxiacetato, disminuye

fuertemente la liberacién de Glu endbégenoc como neurctransmisor;
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pero no siempre se requerira del transporte transmitocondrial, ya
que cuando se tienen al a~KG y Ala como precursores, no se inhibe
la liberacidn de Glu con fenilsuccinato (inhibidor de la lanzadera

aspartato-malato).

Como se observa en la Tabla II , la LDH, la glutamato
deshidrogenasa (datos del laboratorio no publicados) y el contenido
de proteina no se wven afectados sustancialmente por los
tratamientos. El hecho de que una enzima citoplasmica (LDH) y una
enzima de localizacidn mitocondrial (GLDH) no se vean afectadas
por el tratamiento, resulta importante, ya que sugiere por un lado
que el metabolismo general de la célula no esté siendo modificado
Yy, por otro lado, que el tratamiento no afecta de manera exclusiva
a enzimas mitocondriales. Adem&s, en la misma Tabla II, se
obgserva que el efecto es especifico para el tipo celular; es
decir, la actividad de la enzima no se modifica ni en astrocitos
ni en células corticales. Patel y cols. (1990) sugirieron
recientemente gque L8 accidn trofica del NFDA pusds Jarss on
cultivos de neuronas subcorticales. Ellos probaron gue la AAT no
se ve modifjicada, mientras que otras enzimas marcadoras para
distintos tipos neuronales se incrementaron. Esta discrepancia
con nuestros resultados probablemente s& dsba a 1z alt
heterogeneidad celular de su preparacidn, ya que ellos tienen
astrocitos, células colinérgicas, gabaérgicas y un bajo porcentaje
de células glutamatérgicas, en tanto que nuestra preparacién esté

enriquecida en un 95% con células glutamatérgicas. Esto podria
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sugerir que en la preparacién de Patel y cols. el efecto de la AAT

se ve enmascarado.

La Tabla I muestra que los cambios en la actividad de la AAT
debidos a la depolarizacién por KCl involucran probablemente un
incremento intracelular de Ca++, ya que la nifedipina inhibe el
efecto potenciador. Parece poco probable que el KCl1 esté

sjexrciendo su sfects © través de 12 libkeracién de amincicides

excitadores por depolarizaciétn y éstos a su vez, estén
interactuando con los receptores, ya que cuando sSe ponen
antagonistas a los receptores tipo NMDA (MK-801 y APV) y a los del.
tipo no-NMDA (DNQX), el efecto no se ve reducido de manera
significativa. Maés bien, su efecto podria ser a nivel de la
activacién de canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC), cuya
presencia de ha demostrado en estas células (Carbcni and Wojcik,

1988; Slesinger and Lansman, 1991; Morén et al., 1991).

En - el caso del efecto del NMDA, también existe una clara
participacién del Ca'* (Fig. 12 ). Se sabe que la activacién delos
receptores a NMDA aumentan le conductancia del Ca** (Mayer
and Westbrook, 1987). Alun mds, se ha observado que si se cambia
la concentracién externa de calclo, se altera notablemente el
potencial de reversidn de las respuestas inducidas por el
agonista, sugiriendo que el canal del xreceptor no solo es
permeable a Na' y K', sino también al Ca'* (MacDermott and Dale,

1987). Con el uso del colorante arsenazo IIX se ha demostrado que
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la activacién del receptor a NMDA aumenta la concentracién de
calcio intracelular. De hecho, se ha visto que este canal es 10
veces mAs permeable a Ca'’ que a Na' (Miller, 1991). También se ha
probado en este receptor, el bloqueo del flujo de este 1i6n
divalente por Mg''. En la Fig. 12 se muestra ademds, que la
entrada de Ca'* no es por canales sensibles a nifedipina.
Actualmente se ha propuesto que el receptor a &cido kainico
también es permeable a calcio {Pruss et al., en prensa, en Miller,
19813}, Holopainen et gl (1989) demuestran que el &cido kainico a
concentraciones de 10 pM y 100 a 1000 pM inducen un aumento de
calcio intracelular, efecto que, ademas, no se inhibe con
dihidropiridinas (antagonistas del tipo-L de VSCC). Nosotros
probamos que solo concentraéiones bajas_(lo a 50 pM) de é&cido
kainico, tienen un efecto positivc sobre la actividad de la AAT.
Este efecto del 4cido kainico podria estar dado entonces por un
aumento de Ca'* a través de VSCC o directamente por el propio canal

del receptor.

La falta de estimulacién de las enzimas AAT y PAG por Strco
tipo de entrada de Ca‘*, a saber, la inducida por el ionéforo
A23187 (observaciones no publicadas), indica entonces que las vias
de entrada de Ca‘' con “fines' tro6ficos son especificas y que el
iondforo del receptor a NMDA (probablemente el del kaimico) y los
canales de calcio sensibles a voltaje (activados poxr KCl y &cido
kainico) son las més probables. Adem&s de la via de entrada,

también es importante la fuente de calcio, la magnitud del
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incremento del i6n y el curso temporal de dicho incremento.

Fuera del efecto del kainico a bajas concentraciones, se
puede decir que el sumento en la actividad de la AAT esta mediado
exclusivamente por los receptores a NMDA, ya que el DNQX
(antagonista de receptores no-NMDA) no inhibe su efecto y el APV
y el MK-801 (potentes antagonistas del receptor a NMDA) bloguean
completamanta su accidn. De los otros agonistas probados, sdlo el
&cido quinolinico tuvo un efecto sobre la actividad de la AAT
(Fig. 14 ). Ambos compuestos se proponen como ligandos en'dégenos
de los receptores a NMDA de algunas regiones del SNC, incluyendo
al cerebelo (Stone y Burton, 1988); por lo que podrian estar
activando al receptor a NMDA con su consecuente entrada de calcio,
aunque, cabe mencionar que dicha entrada del i6n podria también
estar mediada por VSCC. Estos resultados favorecen, por lo tanto,
la propuesta de que el &cido quinolinico sea, aparte del Glu,

ligando endégeno del receptor del tipo NMDA.

Por otro lado, resulta muy interesante mencionar que los
experimentos con cicloheximida y actinomicina D (ambos inhibidores
de la sintesis proteica a distintos niveles) indican que el efecto
inducico por el potasio y el NMDA requiere de una sintesis de novo
de proteinas y RNA. Este hecho constituye un argumento a favor de
que el papel trb6fico del NMDA tiene una base genética, es decir,
el NMDA probablemente sea capaz de influir sobre la expresién de

genes involucrados con la sintesis de AAT. Esta posibilidad esté&



68
apoyada por una serie de estudios recientes en los que se ha
demostrado una accién de los amino&cidos excitadores sobre la
expresién de genes tempranos en esta misma preparacién (Szekely et

al, 1990).

Para finalizar, resulta evidente que tanto la depolarizacién
por potasio como el efecto del NMDA son herramientas que, en el
mejor de los casos, pretenden tener su correlacién con el modelo

in vivo.

Por una parte, ya se menciond que las células granulares
reciben sus primeras aferentes sin&pticas funcionales de 1las
fibras musgosas, algunas de las cuales son glutamatérgicas. El
modelo que se propone para hipocampo resulta adecuado también para
las células granulares del cerebelo: el Glu se une a los
receptores tipo NMDA y no-NMDA. El_receptor tipo NMDA no se puede
activar, ya que la concentracién de Mg*’ in vivo es suficiente para
inhibirlo, pero los otros receptores si se activan y cambian el
voltaje 42 12 memhrana, pudiendo entonces actuar el NMDA (ademés
del calcio que entra por su canal, también se activan los VSCC).
De algin modo, la expresiétn de los genes relacionados con la PAG

y la AAT se ve aumentada y se inicia una mayor sintesis de dichas

cnzimas, La PAG convierte 1la glutamina - en glutamato en la
mitocondria y la AAT permite que éste se libere como
neurotransmisor mediante la actividad de 1la lanzadera

aspartato/malato (Palalologos, et al., 1989). Estas enzimas
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funcionan de una manera concertada, ya que la sintesis neta de
&dcido glutamico la lleva a cabo la glutaminasa, pero en su
utilizacién como neurotransmisor, parece ser la AAT la
directamente involucrada (Fig. 6 ). Por otro lado, esto requiere
de una asociacién celular muy especial, ya que tanto la piruvato
carboxilasa y la glutamino sintetasa (enzimas que sintetizan
sustratos que requieren la AAT y la PAG respectivamente) se

encuentran s6lo en astrocitos.

Asi pues, se establece una interaccidn celular, enzimética y
gendtica que permite el desarrollo de las células granulares del
cerebelo de la rata en un periodo critico del desarrollo de este

bérgano.
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CONCLUSIONES

a) La estimulacidn por KCl y NMDA sumentan la actividad de
la AAT de células granulares de 5 DIV obtenidas de cerebelo de
rate de 8 dfas da nacidas (8P).

b) El efecto del NMDA y el KCl es especifico para las
enzimas involucradas con la sintesis del neurotransmisor (AAT y

GAF).

c) El efecto esté mediado por receptores del tipo NMDA. Dos
de los agonistas enddgenos propuestos, el &cido homoquinolinico y

el D-homocisteinsulfinico tienen un efecto positivo.

d) El &cido kainice parece tener un efecto similar a bajas
concentraciones, probablemente debido a la depolarizacién, al

igual que el KC1.

e) Los efectos observados parecen involucrar la sintesis de

novo de proteinas.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren por
lo tanto, que la estimulacién del receptor a NMDA pudiera tener un
efecto tréfico sobre las células granulares durante el desarrollo
Yy que la AAT constituye, junto con la GAF, un parémetro marcador

del desarrollo de neuronas glutamatérgicas.
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