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1. RESUMEN.

Inumerables eventos en la vida de todos los organismos se encuentran
de alguna manera regulados por el calcio. Esta entidad quimica ha
resultado sumamente interesante en muiltiples estudios relacionados no
sdlo con el Sistema Nervioso Central, sino con el organismo en general.
Se sabe que el calcio interviene en el movimiento celular, mitosis,
secrecion, endocitosis, y contraccion, por mencionar algunas funciones.
Pues bien, dentro del SNC, ademds de desempeiiar algunas de las
Junciones mencionadas anteriormente, recientemente se ha sugerido que
este puede tener alguna participacion importante en el efecto trdfico
producido por el NMDA, por lo que en el presente estudio se analizé su
participacion.

Los resultados obtenidos, confirmaron la importancia del calcio para
que se lleve a cabo el efecto trdfico del NMDA. Por un lado se demostri
que se requiere del calcio proveniente del medio extracelular y que éste no
penetra a la célula a través de los canales de calcio sensibles a voltaje
(CCSY), sino que ocurre mediante el canal acoplado al receptor. Por otro
lado, encontramos que el Ca*™ proveniente de reservorios intracelulares
es muy importante, aunque proporcionalmente menos que el calcio
extracelular en el proceso de diferenciacion neuronal inducido por
NMDA.

Finalmente demostramos que el mecanismo de accion del Ca™™ en la
glutaminasa activada por fosfato (GAF) no involucra al sistema Catt-
calmoduling, por lo que se sugicre que el mecanismo podria estar
relacionado con otro sistema de segundos mensajeros.



2, INTRODUCCION.

2.1 Desarrollo del Sistema Nervioso.

Durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central se forman tres capas blastodérmicas
conocidas como mesodermo, endodermo y ectodermo, las cuales daran lugar a los distintos
tejidos que conforman al organismo. Es el ectodermo el que da lugar al sistema nervioso,
especificamente la parte conocida como neuroectodermo. La notocorda (o corda) es la estructura
que induce a la competencia de tejidos para formar el tubo neural. Esta estructura se origina a
partir del mesodermo cordal y queda en posicion ventral al tubo neural en estado embrionario.

El desarrollo del SNC comienza con la induccion de la notocorda y el mesodermo paracordal
sobre el neuroectodermo para formar la placa neural. Esta influencia esta mediada por una serie
de sustancias tales como el factor mesodermizante que llevan a la transformacion de la placa
neural en lo que se conoce como surco neural. Al continuar el desarrollo, los pliegues del surco se
elevan y se acercan a la linea media para finalmente fusionarse originando asi el tubo neural. Antes
del cierre del surco neural, algunos grupos celulares del ectodermo cercanos a la placa neural
migran para formar la cresta del mismo tipo (Young, 1975).

La fusion del tubo neural comienza en la cuarta somita y continGa en direccion cefélica y
caudal, sin embargo, en los extremos craneal y caudal esta fusion se retarda originando los
neuroporos anterior y posterior, los cuales comunican al tubo neural con la cavidad amniotica
sufriendo posteriormente una obliteracion para asi cerrar el tubo nervioso (Balinski, 1978)
(Fig.1).

La porcion mas anterior de la notocorda (precorda) induce la formacion del encéfalo , mientras

que la porcion caudal, la formacion de la médula espinal (Fig. 1).



CIERRE DE LOS NEUROPOROS
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Fig.1. Desarrollo del SNC en humanos. Las Gltimas partes del tubo neural que se cierran se
denominan neuroporo anterior y posterior y lo hacen en la etapa de 20 a 25 somitas. Al
concluir la cuarta semana termina el cierre del tubo neural. Como se puede apreciar en la
figura, las dos terceras partes del SNC daran origen a las vesiculas cerebrales y el tercio
caudal a la médula espinal.



Cuando el tubo nervioso estd constituido, las células del epitelio germinativo proliferan
activamente formando una gruesa capa periependimaria. Estas células migran ligeramente hacia la
periferia separandose unas de otras, agrupandose en amasijos y formando el conjunto que
constituye el manto, esbozo de lo que sera la sustancia gris (Fig 2a). Durante estos eventos se
inicia la diferenciacion celular (Fig 2b).

Las células epiteliales que bordean la luz del tubo nervioso forman la capa germinativa que
dara lugar a dos tipos celulares conocidos como neuroblastos y espongioblastos. Los neuroblastos
son elementos de gran tamaiio que daran lugar a las neuronas. Los espongioblastos son células
mas pequeiias las que se diferenciaran en dos tipos celulares: algunas se quedan fijas y forman las
células ependimarias, el resto quedan libres formando asi a las células de la glia (Fig 3).

Por otra parte, la cresta produce dos tipos de neuroblastos que daran lugar a las células de la
raiz dorsal y a las células ganglionares simpaticas.

En general, durante la neurogénesis de los vertebrados se pueden distinguir seis fases:

a) Proliferacion. Durante esta fase las células pasan por una serie de divisiones mitoticas
sucesivas que daran lugar a un grupo de células indiferenciadas cuyas caracteristicas son las
mismas.

b) Migracion. Una vez que se ha terminado el proceso anterior, las células cambian del sitio
donde se originaron para ubicarse en el sitio definitivo donde se diferenciaran. La mayoria de las
células que inician la migracion son postmitoticas, con algunas excepciones, tales como las células
granulares del cerebelo, las que después de la primera migracion se vuelven a dividir para
nuevamente migrar (Ito, 1984). Durante esta fase, se ha observado que existen factores
sintetizados por la glia los cuales son capaces de promover la migracion, y aun mas, que la sola

presencia de éstos es determinante para que se lleve a cabo la migracion (Rakic, 1971).



HISTOGENESIS DEL SNC

2a. Histogenésis del tubo neural

€8PS ependimarig . : / '
médulo espinal i !
)

orientacién del huso ocromdtico de los céluios
iJuroepitelicles y su diferenciocidn

2b. Orientacion del huso acromatico

Fig. 2. Histogénesis del SNC. a) En la superficie del manto. las prolongaciones celulares forman la
capa marginal. A nivel de la médula espinal, la capa ependimaria queda como una sola
capa de células, que conserva el nombre de capa ependimaria; el manto sera la sustancia
gris y la marginal, la sustancia blanca. b) Orientacion del huso cromatico de las células
neuroepiteliales y su diferenciacion (tomado de Ontogenia neural. 1991).



HISTOGENESIS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
tubo neural , epitelio de un pleno coloideo

nevrong piramidal

Fig. 3. Histogénesis del SNC. Se representan aqui solo algunas de las células derivadas de los
glioblastos (espongioblastos) y de los neuroblastos, debido a que ambas experimentan una
diversificacion extraordinaria (Vazquez Nin, et. al., 1991).



c) Diferenciacion. En general este evento consiste en la expresion e inhibicion de genes
regulada por sefiales ambientales coordinadas en el tiempo y en el espacio, sin embargo, no es un
proceso que produzca en el caso de las neuronas, solamente un tipo celular con caracteristicas
comunes a todas la neuronas que comparten ciertos rasgos comunes, de hecho cuando se
diferencian se esta creando, desde el punto de vista cuantitativo, tanta diversidad como en el resto
del embrion (Vazquez Nin, et al, 1991). La primera evidencia que permite distinguir a una célula
que va a diferenciarse en neurona es la adquisicion de una forma bipolar, momento en el cual
pierde su capacidad mitotica (Young, 1975).

d) Formacion de sinapsis. Se refiere al comienzo de la formacion de contactos interneurales,
una vez que las células ya han pasado por todos los eventos anteriores.

Estos eventos se llevan a cabo en todas las regiones del SNC en todos los vertebrados. Cabe
mencionar que estas fases se dan para cada célula y, por lo tanto, en una regién como el cerebelo
la poblacidn total de un tipo celular puede estar pasando por mas de una de ellas.

) Muerte celular. En esta fase muchas de las células que no llegan a completar el proceso de
diferenciacion mueren. La muerte neuronal es considerada como un proceso natural, algunos han
sugerido que las neuronas son capaces de competir por un nimero limitado de contactos
sinapticos en las células blanco, por lo que de esta manera un numero de estas células es
eliminado (Oppenheim, 1991).

f) Eliminacion de procesos. Se refiere a la muerte neuronal como un tipo de eliminacion de
células defectuosas para crear ambientes permisivos con el objeto de que se lleve a cabo el

crecimiento axonal (Kallen, 1965, Hankin et al, 1988).



2.1.1 Desarrollo del cerebelo.

El cerebelo ha sido estudiado por muchos neurobiologos dadas sus caracteristicas
estructurales, su arquitectura laminar y su niimero reducido de tipos celulares, por lo que se ha
podido profundizar en las transformaciones morfologicas y los procesos que ocurren durante el
desarrollo. Por eso se considera un sistema ideal para el estudio posterior de los mecanismos
basicos involucrados en el desarrollo neural (Burgoyne y Cambray, 1988).

El cerebelo surge como un engrosamiento bilateral de la placa alar de la porcion metencefalica
del tubo neural. Las dos placas cerebelares se fusionan gradualmente a lo largo de una linea media
dorsal de acuerdo con un gradiente rostro-caudal. Las células corticales cerebelares se originan de
dos zonas germinales separadas: las celulas de Purkinje, Golgi y algunas de las células gliales de la
matriz celular ventricular de las placas cerebelares.

Las células granulares, en canasta y estrelladas, asi como otras de la glia, se derivan a partir de
la capa germinal externa (CGE), cercana a la superficie externa de las placas cerebelares. De estas
dos zonas las células migran en direcciones contrarias y forman las unidades estructurales del
cerebelo maduro (Ito, 1984).

Una de las principales entradas nerviosas al cerebelo se da mediante las sinapsis excitadoras
que se establecen entre las células granulares (objeto de nuestro estudio) y las fibras musgosas
cuyos somas se encuentran entre el puente y la médula (Eccles, 1973). Se ha observado que cada
célula granular posee de tres a seis pequeﬁas‘dendritas que realizan contactos con estas fibras
musgosas (Ito, 1984). Por su parte, las células granulares envian informacion a otras neuronas a
través de sus axones en la capa molecular. Estas sinapsis se establecen con las células en canasta y

las células de Purkinje.



Durante el desarrollo del cerebelo, las células precursoras de las granulares y de las de Golgi,
se forman a partir de un grupo de células del manto que emigran del techo del cuarto ventriculo,
hacia la parte superficial. Estas células descienden para originar las células granulares y de Golgi,
dejando libre la superficie que posteriormente se transformara en la capa molecular.

Las células en canasta del cerebelo de rata se originan a partir de la diferenciacion de células
germinales de la capa granular externa durante los dias 6-7 postnatales.

Las células estrelladas tienen el mismo origen, aunque su diferenciacion comienza a partir del
dia 8-11 postnatal (Altman, 1972 [a y c}).

Por otro lado, las células del manto de mayor tamafio, ascienden para formar las células de
Purkinje, cuyas dendritas ocuparan la mayor parte de la capa molecular, y sus axones llegaran
hasta las células del nicleo dentado. Las migraciones celulares finalizaran con la formacion de una
sustancia gris periférica y de una sustancia blanca central al contrario de lo que ocurre en la
médula. Algunas de las células restantes del manto, que no migraron, se convierten en los nucleos
cerebelosos (Langman, 1984).

La corteza del cerebelo adulto queda conformada finalmente de la siguiente manera:

- capa molecular externa (fibras paralelas, células estrelladas y en canasta)

- capa de células de Purkinje (Unicas que proyectan hacia afuera de la corteza)

- capa granular interna (células granqu de Golgi) (Fig. 4).
T oy meunie

wn agl & G & we iske

Fig. 4. Cerebelo adulto. Se muestra un corte sagital con la conformacion final del cerebelo
adulto.
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Como ya se ha mencionado, uno de los modelos mas utilizados en los estudios del desarrollo
ha sido el cerebelo de rata, debido a los amplios conocimientos que se tienen acerca de su
anatomia, ademas de que se conoce muy bien la histologia del cerebelo tanto en el adulto como en

los primeros estados del desarrollo (Fig.5).

“POSTNATAL DAYS
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Fig. 5. Representacion del desarrollo de las capas del cerebelo. Se muestra la evolucion
ontogénica de la CGE en la rata.



Otro aspecto importante de este modelo es el hecho de que se pueden obtener cultivos
primarios de células disociadas como en el caso de las células granulares, las cuales son faciles de
obtener y cultivar con un alto grado de pureza. Una ventaja de este sistema de cultivo es que el
proceso de disociacion cerebelar se lleva a cabo entre los dias 6-8 postnatales y utilizando técnicas
especificas pueden seleccionarse las células granulares inmaduras que in vifro se sincronizan,
dejan de dividirse y comienzan a diferenciarse.

En la rata las células granulares se originan postnatalmente a partir de células de la capa
germinal externa. Esta capa persiste hasta el dia 21 postnatal y se divide en dos zonas: una
superficial de proliferacion y una inferior o premigratoria.

Los procesos de migracion y proliferacion ocurren durante este periodo y en su inicio las
células de la zona premigratoria comienzan a alargarse lateralmente adquiriendo una forma de
huso y perdiendo su capacidad mitotica (Altman, 1972[b]). Posteriormente, estas células
comienzan a migrar aunque no todas lo hacen al mismo tiempo; el proceso dura aproximadamente
tres dias y en la mayoria se inicia a partir del sexto dia postnatal, sin embargo, algunas comienzan
a migrar desde los primeros dias postnatales. Durante la migracion las células dejan sus axones en
la capa molecular, los cuales se extenderan a lo largo de ésta, originando asi las fibras paralelas.
Algunas observaciones indican que existe un gradiente de maduracion de las fibras paralelas en el
cual las fibras maduras se localizan en la parte baja de la capa molecular, mientras que las
inmaduras se mantienen en la parte mas superior de esta capa (Burgone y Cambray-Deakin,
1988).

Las células granulares atraviesan toda la capa molecular llegando hasta la capa granular en
donde establecen los primeros contactos sinapticos con las fibras musgosas a partir del dia 5
(Arsenio-Nuiiez y Sotelo, 1985), aunque esta sinapsis comienza a ser funcional aproximadamente
entre el dia 10 y 12 postnatal. Después del dia 12 se realizan los contactos sinapticos entre las

células de Golgi y las granulares.



Se ha observado que durante la migracion de las células granulares se establece una estrecha
relacion entre éstas y las células gliales de Bergmann, lo que ha permitido sugerir que las células
granulares migran a través de la capa molecular a lo largo de los procesos de este tipo de glia
(Rakic, 1971, Rakic y Sidman, 1973). Se ha propuesto que la relacion entre la glia y estas
neuronas es de tipo fisica ya que en ausencia de la glia de Bergmann el proceso de migracion de

las células granulares se realiza con dificultad (Altman, 1975).

2.2 Neuroquimica del cerebelo.

Algunas evidencias tanto bioquimicas como electrofisiologicas muestran que un grupo de
neuronas del cerebelo utilizan al acido y-amino butirico (GABA) como neurotransmisor. Tal es el
caso de las células de Golgi, de Purkinje, en canasta y estrelladas, donde se ha observado que las
respuestas producidas por estas células pueden ser bloqueadas por la accion de antagonistas
especificos al receptor GABA como es el caso de la bicuculina. Ademas, se ha demostrado que
las células con las que hacen contactos poseen numerosos receptores sinapticos a GABA (lto,
1984).

Las células granulares que nos interesan en este estudio utilizan al acido glutdmico como
neurotransmisor (Young et al, 1984, Hudson et al, 1976, Hertz y Schousboe, 1987). Se tienen
evidencias de que el glutamato es liberado de sinaptosomas de cerebelo de rata, y que dicha
liberacion es dependiente de calcio, antagonizada por magnesio y estimulada por una

depolarizacion por potasio (Sandoval y Cotman, 1978, Levi et al, 1982).

Existen evidencias de que una parte de las entradas sinapticas que reciben las neuronas
granulares son excitadoras y provienen de las fibras musgosas (Fig 5). Estas conexiones pueden
ser colinérgicas (Kasa y Silver, 1969), aunque una gran proporcion de éstas utilizan al acido
glutdimico como neurotransmisor (Somogi et al, 1986). Por lo tanto el glutamato puede

interactuar



con los receptores a aminoacidos excitadores que poseen las células granulares, entre los cuales se
encuentran aquellos que son sensibles al acido N-metil-D-aspartico (NMDA).

Por otra parte las células granulares también reciben entradas sinapticas de las células de Golgi,
que liberan GABA induciendo una respuesta inhibidora en las células granulares. Se tienen
evidencias de que dicha influencia se manifiesta como una depresion de los potenciales de campo
registrados en los axones de las células granulares, dicha accion es antagonizada por picrotoxina y
bicuculina (Bisti et al, 1971).

Las células estrelladas y en canasta realizan sinapsis con las células de Purkinje, las cuales
reciben entradas excitadoras de las fibras trepadoras provenientes de la ojiva inferior; dicha
excitacion se encuentra mediada por del acido aspartico o glutamico. El extenso arbol dendritico

de las células de Purkinje y las de Golgi realizan contactos con las fibras paralelas (Fig. 6).
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Fig. 6. Tipos celulares presentes en el cerebelo adulto y el neurotransmisor que utilizan. Se
muestran también los nicleos profundos del cerebelo y las aferentes provenientes de la
médula espinal.



2.3 Aminoacidos excitadores.

Como se mencioné anteriormente, las células granulares utilizan al acido glutamico como
neurotransmisor y ademas poseen receptores sinapticos a estos aminoacidos, por lo que a
continuacion se hace una descripcion mas detallada de los aminoacidos excitadores (AAE).

Se sabe que el L-glutamato y el L-aspartato son los principales aminoacidos excitadores en el
sistema nervioso central de los vertebrados y al parecer los neurotransmisores mas ampliamente
distribuidos en el SNC de los mamiferos (Fonnum, 1984),

La idea inicial de que el acido glutamico podria actuar como neurotransmisor surgié en 1960,
aunque afios atras ya se habia resaltado la idea de que la concentracion del acido glutamico en el
cerebro era mucho mas elevada que en los demas tejidos. En la actualidad no cabe duda de que el
glutamato se puede considerar como un neurotransmisor, debido a que cumple con todos los
criterios estipulados para que una sustancia pueda actuar como tal, esto es: se conoce su
presencia en las terminales nerviosas, se sabe que se sintetiza en la neurona, que posee una accion
fisiologica en las células postsinapticas y que responde de manera especifica ante la accion de
agonistas y antagonistas especificos. Ademas, este compuesto se libera especificamente por medio
de estimulos fisiologicos a concentraciones suficientemente altas como para obtenerse una
respuesta postsinaptica.

También, se tienen evidencias inmunohistoquimicas de la localizacion y alta concentracion de
enzimas relacionadas con la sintesis de acido glutamico en estructuras glutamatérgicas (Altschuler
et al, 1981; Young and Fagg, 1990) y de la liberacion del glutamato en estudios in vivo (Fonnum,

1984).
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Por otra parte, con el desarrollo de la técnica de iontoforesis se logré demostrar en
preparaciones fisiologicas que el glutamato tiene un poderoso efecto excitador sobre la mayor
parte de las neuronas del SNC. Estos estudios llevaron a suponer que los acidos glutamico y
aspartico podrian ser los aminoacidos excitadores primarios en este sistema (Lopez-Colomé,
1983).

A partir de numerosos estudios farmacologicos y electrofisiologicos, se ha demostrado que los
aminoacidos excitadores ejercen sus funciones fisiologicas a través de distintos subtipos de
receptores (que han sido reconocidos utilizando una serie de farmacos que se unen
especificamente a ellos). De esta manera, se han caracterizado 5 diferentes tipos de receptores a
AAE; el sensible al acido kainico (AK), el activado por el acido quiscualico (AQ), el sensible a N-
metil-D-aspartato (NMDA), el modulado por el acido L-2-amino-4-fosfonobutirico ( L-AP,) y el
receptor sensible al acido trans-1,3-dicarboxilico-1-aminociclopentano (AMPA) (Fig. 7).

Los cuatro primeros son ionotropicos, es decir, la union del neurotransmisor a su receptor abre
o cierra un canal ionico, mientras que el ultimo es metabotrdpico, ya que la interaccion del
neurotransmisor con el receptor induce una serie de reacciones enzimaticas que involucran a
segundos mensajeros.

También, de manera general, se puede decir que los receptores a AAE, se clasifican en dos
tipos: aquellos sensibles al aminoacido exogeno NMDA (receptores del tipo NMDA) y aquellos

que no lo son (receptores tipo no-NMDA) ( Watkins et al, 1990).
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2.3.1 Receptor tipo NMDA,

De todos los receptores a aminoacidos excitadores, la estructura molecular del receptor a
NMDA es la mejor caracterizada. Se sabe que es un complejo molecular que consta de al menos
cinco sitios de modulacion alostérica. Este receptor posee un canal permeable a sodio (siendo el
contraion potasio) y a diferencia del resto de los receptores conocidos (exceptuando el sensible al
AK), es permeable a calcio. Dentro de dicho canal se encuentra un sitio al que se une magnesio de
manera dependiente de voltaje. En condiciones basales el Mg'* unido al canal inhibe el paso de
iones aunque el receptor esté estimulado. Esta inhibicion desaparece cuando se aumenta el voltaje
de las membranas y el Mg** sale del canal, esto es, la activacion del receptor es dependiente del
voltaje (la corriente es regenerativa y se incrementa con la depolarizacion) (Cotman e Iversen,
1987). El canal del receptor se bloquea con fenciclidina (PCP), MK-801, TCP y quetamina, todos
estos son anestésicos disociativos ( Kemp, et al, 1987).

El complejo del receptor tiene ademas dos sitios de modulacion: uno que une glicina o serina y
otro que une Zn** (Young and Fagg, 1990). La glicina se une a un sitio insensible a estricnina,
actuando como potenciador de la accion del NMDA (Johnson and Ascher, 1987, Patel et al,
1990). De hecho, se ha sugerido que el receptor no funciona si no esta ocupado el sitio de la
glicina.

Existen también otros sitios de modulacion en el receptor, tal es el caso del que corresponde al
cation divalente zinc, el cual se ha demostrado, que bloquea selectivamente las corrientes
inducidas por NMDA |, pero a diferencia del magnesio, no lo hace de una manera dependiente de
voltaje. El Zn'* también bloquea el sitio de la PCP de manera diferente a otras clases de
antagonistas al NMDA. Esta accion es mimetizada (nicamente por dosis altas de algunas

estructuras triciclicas, tales como la desipramina y la prometazina ( Lodge and Johnson, 1990).
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Los antagonistas de este receptor se han clasificado en competitivos y no competitivos, de
acuerdo al sitio del receptor en el que actiian. Los antagonistas competitivos se unen al sitio de
reconocimiento del neurotransmisor, mientras que los antagonistas no competitivos actdan a nivel
del iondforo o de los otros sitios acoplados Algunos ejemplos de los primeros son el APV, CPP,
D-AP,y, en el caso de los segundos, el MK-801, PCP, Ketamina y Mg** ( Monaghan et al, 1989,
Reynolds y Miller, 1988) (Fig. 7).

2.3.2 Neurotoxicidad de los aminoacidos excitadores.

Se sabe que el glutamato al activar los receptores a NMDA puede actuar como un potente agente
neurotoxico. Esto se ha demostrado directamente en cultivos celulares, en los cuales una
exposicion de 5 min con 100 uM de acido glutamico puede producir un dafio considerable en
neuronas corticales (Choi et al, 1987). Estudios in vitro han demostrado que la neurotoxicidad
causada por el glutamato tiene dos componentes: el primero es la entrada de Na* y CI- la cual va
acompaiiada de agua, por lo que se ocasiona un hinchamiento agudo de las neuronas (Rothman,
1985; Choi, 1987). El segundo depende de la entrada masiva de calcio extracelular que resulta en
la degeneracion neuronal total, debido a que la entrada de este cation desencadena una serie de
reacciones enzimaticas tales como la activacion de proteasas, fosforilasas, deshidrogenasas y otros
sistemas enzimaticos que pueden ocasionar graves dafios en la célula como son la ruptura de la
membrana celular, dafio irreversible de las mitocondrias, degradacion de proteinas que
constituyen el citoesqueleto y activacion de otros sistemas enzimaticos capaces de ocasionar
reacciones que llevan a la muerte neuronal,

A partir de estos y otros resultados in vivo que se han realizado utilizando antagonistas
altamente especificos se ha relacionado al receptor NMDA con algunas enfermedades del sistema
nervioso tales como la epilepsia, la cual aunque se desconoce su etiologia, se sabe que puede ser

el resultado de la liberacion masiva de aminoacidos excitadores, que pueden causar convulsiones
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epilépticas sostenidas (Balasz, 1988a), teniendo como consecuencia un deterioro de estructuras
importantes que tienen que ver, por ejemplo, con el funcionamiento del sistema motor.

Otra de las enfermedades que se puede relacionar con el efecto toxico de los aminoacidos
excitadores es el mal de Huntington el cual se manifiesta por mal funcionamiento del SNC durante
la etapa adulta de los individuos, caracterizandose esta enfermedad porque los afectados
presentan movimientos involuntarios y disfunciones mentales, en este caso probablemente debido
a la pérdida de neuronas estriatales, lo cual se ha demostrado experimentalmente realizando
inyecciones de kainato, glutamato o quinolato en el estriado (Plaitakis et al, 1982).

Otra de las evidencias experimentales que apoyan esta idea es que se ha comprobado que se
puede prevenir el dafio neuronal ocasionado por isquemia o hipoglucemia, en hipocampo y en
nicleo caudado, aplicando antagonistas del receptor a NMDA (Simon et al, 1984). También se
han relacionado recientemente a los AAE con enfermedades tales como Alzheimer y SIDA
(Lehmann et al, 1990). Es importante destacar que este efecto se encuentra mediado también por

un incremento notable en el flujo de Ca** (Fig. 8).
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AMINOACIDOS EXCITADORES
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Fig. 8. Mecanismos propuestos para la neurotoxicidad de los AAE (Rothman and Olney, 1987)



2.3.3 Metabolismo de los aminoacidos excitadores.

El 4cido glutamico tiene una participacion fundamental en diversos procesos fisiologicos tanto
en el organismo como en el SNC, ya que no sélo actiia como neurotransmisor sino que ademds es
precursor del principal aminoacido inhibidor (GABA), participa en vias metabolicas secundarias,
asi como en los procesos de detoxificacion por amonio.

En el SNC las células gliales se encargan de convertir parte del acido glutamico liberado como
neurotransmisor en glutamina a través de una reaccion catalizada por la enzima glutaminosintetasa
(GS). Esto constituye no solo una de las formas inactivacion de este neurotransmisor, sino que
sirve para que posteriormente la glutamina que se forma por medio de este proceso pueda ser
transferida a las neuronas donde sera nuevamente transformada en glutamico, mediante la accion
de la enzima glutaminasa activada por fosfato (GAF) (Hamberger et al, 1979; Patel et al, 1982).

La reaccion de esta enzima se presenta a continuacion;

NH, NH,
H,NOCCH,CH,CHCOOH + H,0 HOOCCH,CH,CHCOOH + NH;

Glutamina Acido glutamico

Existen otras vias a través de las cuales se sintetiza este transmisor, una de las cuales es por la
incorporaciébn de nitrogeno al o-cetoglutarato, via la deshidrogenasa del acido glutamico

(GLDH):

a-cetoglutarato + NH, +NADH —Z2 4cido glutamico + NAD* + H,0.
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Otra de las enzimas involucradas en la sintesis del acido glutamico como neurotransmisor es la
aspartatoaminotransferasa (AAT) cuya localizacion es mitocondrial y citoplasmica a diferencia de
la GAF que es mitocondrial, lo mismo que la glutamato deshidrogenasa (Strayer, 1988). En
estudios recientes se ha propuesto que no solo la GAF participa en el proceso de sintesis, sino que
ademas actua de manera concertada con la AAT. La reaccion que cataliza la AAT es la siguiente:

a-cetoglutarato + L-aspartato —*L— L-glutamato + oxalacetato

Es importante mencionar que aunque existen otras vias metabolicas que sintetizan glutamato
como la catalizada por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), glutamato sintetasa, etc.,
parece ser que solo el glutamato sintetizado por la GAF en combinacion con la AAT, es utilizado
como neurotransmisor. Es decir, que existe una compartamentalizacion metabolica para el
glutamico y por lo tanto estas enzimas, GAF y AAT, pueden ser consideradas como marcadores

especificos de neuronas glutamatérgicas (Palaiologos et al, 1989) (Fig. 9).
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Fig. 9 Esquema de las vias citoplasmicas y mitocondriales alternativas en la sintesis del Glu. En
esta figura se muestra como las enzimas AAT y GAF deben funcionar de manera
concertada para sintetizar el Glu utilizado como neurotransmisor.



24

2.4 Accion trofica de aminoacidos neuroactivos.

Se sabe que durante el desarrollo del SNC algunos factores producidos por las neuronas y las
células gliales influyen de manera determinante para que se lleven a cabo una serie de eventos
durante el desarrollo, tales como la migracion, sobrevivencia y sinaptogénesis. Estas sustancias
son conocidas como factores troficos.

En el caso del cerebelo, aun no se conoce bien el papel de los factores troficos durante su
desarrollo. Se tienen algunas evidencias, sin embargo, de que otras moléculas como las hormonas
tiroideas T3 y T4 son indispensables para estimular la agregacion celular, fasciculacion de neuritas
y sobrevivencia de las neuronas granulares, aunque se requiere de un factor adicional que se
encuentra en el suero (Serafian and Verity, 1986). Por otro lado, se sabe también que la
sobrevivencia de las células se ve afectada por insulina (Huck, 1983), por lo que se ha sugerido
que alguna molécula relacionada con ésta podria ser un factor tréfico endogeno.

Maés recientemente se ha propuesto que otros compuestos neuroactivos como los
neurotransmisores podrian tener una accion trofica durante el desarrollo de las células granulares.
Un ejemplo es el caso del GABA, el cual promueve el desarrollo de neuritas, la formacion de
cumulos y principalimente la expresion de receptores sinapticos de GABA (Hansen et al, 1984),

Dentro de los neurotransmisores excitadores, el glutamato parece tener una accion trofica
clara, particularmente en las células granulares, las cuales como ya se ha mencionado poseen
receptores a aminoacidos excitadores incluyendo los del tipo NMDA, en 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 éstas (Burgoyne and Cambray-Deakin, 1988). Ademas se tienen evidencias de que la
estimulacion del receptor tipo NMDA promueve la sobrevivencia de las células mediada por una
despolarizacion ocasionada por glutamato in vivo o por K* in vitro ( Balazs and Jorgensen, 1990;

Balazs et al, 1988), lo cual no sucede cuando se utiliza ibodenato o quinolenato.
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Como ya se ha mencionado, el efecto trofico del NMDA es dependiente ademas, del grado de
depolarizacion que exista en la membrana y del estado de desarrollo en que se encuentren las
neuronas, ya que este efecto se lleva a cabo entre los 2 y 4 dias in vilro , y se mimetiza con una
elevacion en la concentracion de K* extracelular de 25 mM. El aporte de NMDA para promover
la sobrevivencia de las células granulares en un periodo de 2-3 DIV, corresponde al mismo tiempo
en el cual las células granulares se diferencian y migran hasta la capa granular interna y reciben los
impulsos glutamatérgicos in vivo (Altm:in, J. 1972). La entrada de Ca'* a través de los canales
asociados al receptor y/o de los canales de calcio sensibles a voltaje (CCSV) y (debido a la
depolarizacion producida en un medio que contiene 25 mM de K*) probablemente, fundamenta el
hecho de que este efecto trofico es dependiente de la concentracion de calcio, Por otra parte, la
posibilidad de que la hidrolisis de los fosfolipidos de inositol pudiera contribuir a los efectos
troficos observados con el NMDA debe estudiarse, debido a que las respuestas de estos en
presencia de NMDA son particularmente potentes en cultivos de células granulares (Nicoletti, et
al, 1986).

Cabe destacar que los estudios que se han realizado en la retina de rana en desarrollo han
arrojado resultados muy similares, ya que la activacion de los receptores a NMDA promueve un
mayor desarrollo del arbol dendritico, el cual se inhibe en presencia de antagonistas como el APV
o el MK-801 (Hollis y Constantine-Paton, 1990). Asi mismo, se sabe que para el caso del
glutamato la exposicion prolongada durante el desarrollo a antagonistas de AAE, puede retardar
potencialmente cambios en la maduracion de las células producidas por glutamato e interfiere con

el desarrollo normal del SNC.
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Las evidencias mencionadas anteriormente junto con muchisimas mas demuestran que en
efecto, los aminoacidos excitadores tienen un efecto trofico en este tipo neuronal, sin embargo,
existen algunas evidencias de que este solo es temporal durante la vida de las células granulares y
que solo se manifiesta durante el periodo inicial de estas ya que se ha demostrado también
(Garthwaite et al, 1986, 1987) que la activacion a este tipo de receptor puede inducir o no dafio
celular ya que como se aclara mas adelante este tipo de aminoacidos también pueden ser la causa
de la toxicidad en estos tipos celulares.

Es importante sefialar que en el efecto ambifuncional, trofico y toxico que poseen los
aminoacidos excitadores, el calcio tiene un papel sumamente interesante. Se ha propuesto que
ambos efectos se encuentran mediados por el mismo mecanismo, es decir, un notable incremento
en el flujo de Ca** (Rothman and Olney, 1986, Garthwaite, 1986; Choi, 1988).

Sin embargo, aun se tienen muchas dudas acerca del mecanismo a través del cual este ion

participa en ambos fendmenos.

2.5 Papel del calcio en el Sistema Nervioso Central.

En muchos de los procesos metabolicos el calcio juega un papel sumamente interesante y el
sistema nervioso central no es, en este sentido, la excepcion. Por ejemplo, se sabe que muchas de
las actividades celulares son reguladas por un equilibrio de union del calcio citosolico libre con
moléculas receptoras especificas, tales como el sistema calcio-calinodulina, del cual se hablara
posteriormente.

Por otra parte, para que las neuronas lleven a cabo su comunicacion han desarrollado
mecanismos especializados de sefiales, en muchos de los cuales el calcio es fundamental. Por
ejemplo, se conoce desde hace varios aiios que dentro del proceso de la neurotransmision es
indispensable una elevacion en la concentracion del calcio intracelular para que se lleve a cabo la

liberacion de los neurotransmisores.
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Ademas, se conoce también que una forma de facilitacion de la transmision sinaptica puede
involucrar mecanismos dependientes de calcio en lo que se refiere a la regulacion de las vesiculas
que se fusionan con la membrana presinaptica durante cada impulso eléctrico en la terminal.
Muchos canales ionicos que intervienen en la frecuencia y duracion de las respuestas eléctricas en
las neuronas se encuentran directa o indirectamente regulados por Ca*™* a través de las cinasas y
fosfatasas dependientes de éste.

Otro de los eventos en los cuales interviene el calcio es durante el desarrollo, permitiendo al
cono axonico el movimiento hasta llegar al lugar adecuado para formar la sinapsis. La elongacion
activa de las neuritas y la movilidad del crecimiento de los conos depende también de la
participacion del calcio en concentraciones muy especificas. El aumento o disminucion en la
concentracion de este ion, debido a los neurotransmisores o la actividad eléctrica se encuentra
asociado con el retroceso de la elongacion de las neuritas, o el cese completo del movimiento del
cono axonico. En el hipocampo adulto el Ca** se encuentra asociado con la potenciacion a largo
plazo (LTP).

Por otra parte, los cambios transitorios en la concentracion interna de Ca™* pueden disparar la
transcripcion de genes tempranos inmediatos tales como el c-fos y el c-jun. Estos genes codifican
para las proteinas de union del DNA, las cuales se piensa que inician o modulan la expresion de
estos genes conduciéndolos quizas a cambios posteriores en el funcionamiento neural
especializado.

Las primeras evidencias que se tienen sobre los mecanismos de regulacion controlados por
calcio provienen de la identificacion bioquimica, a finales de los 70, de enzimas y proteinas claves

que unen este cation cuando su concentracion se encuentra por encima del nivel normal.
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2.5.1. Distribucion intracelular.

El conocimiento preciso de la distribucion del calcio interno y las caracteristicas cinéticas de sus
pozas son un prerrequisito indispensable para poder comprender numerosos aspectos de la
fisiologia de las células nerviosas, muchas técnicas bioquimicas y citologicas han sido empleadas
para estudiar la distribucion de calcio dentro de las células nerviosas.

Las neuronas y las células neurosecretoras son muy semejantes a otras células en cuanto a su
contenido total de calcio, el cual es de unos cuantos milimoles por litro, sin embargo, la
concentracion interna de calcio libre es de alrededor de 107 M, esto es, alrededor de cuatro
ordenes de magnitud mas bajo que la concentracion extracelular de calcio libre, Una gran parte del
calcio intracelular se encuentra unido a algunas superficies membranales y a componentes
citosolicos o dentro de organelos. Esta distribucion es precisa para mantener un gradiente
transmembranal que a su vez es escencial para mantener la integridad celular, ya que como se
menciond, un decremento o incremento en esta entidad quimica puede conducir a la activacion o

supresion de una gran cantidad de eventos incluyendo la muerte neuronal.

2.5.2. Importancia y clasificacion de los Canales de Calcio Sensibles a Voltaje.

Los canales de calcio en las neuronas tienen muchas funciones, al igual que en otras células
excitables, estos generan sefiales quimicas y eléctricas cuando se abren en respuesta a la
despolarizacion de la membrana, permitiendo que el Ca** fluya en respuesta a un gradiente
electroquimico. La entrada de calcio acarrea cargas despolarizantes que pueden contribuir a la
actividad eléctrica de la célula, tales como las despolarizaciones marcapasos, bases despolarizantes
paroxismales en la actividad epileptiforme y espigas de calcio, ademas, como ya se ha mencionado,
la entrada de este cation conduce también a un aumento intracelular de su concentracion, teniendo
como consecuencia la activacion de mensajes quimicos, por ejemplo, mecanismos sensibles que

controlan la apertura de los canales ionicos, liberacion del transmisor, activacion enzimatica,
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metabolismo, expresion génica, y el crecimiento o retraccion de las neuritas. El conocimiento y
distincion de los diferentes tipos de canales de Ca'" es importante para entender su funcionamiento
y modulacion neuronal por drogas y neurotransmisores.

Los canales de calcio sensibles a voltaje se han clasificado en dos tipos, dependiendo de sus
propiedades fisiologicas, estos son:

a) Canales de calcio activados por bajo voltaje o tipo "T".

Estos canales tiene la propiedad de activarse cuando los potenciales de membrana son
relativamente negativos, tiene una conductancia de canal simple pequefia y se encuentran
mediando una corriente transiente de calcio, la cual es importante para determinar la frecuencia de
generacion del potencial de accion en neuronas y células cardiacas.

Estos canales no son sensibles a las dihidropiridinas al igual que los canales de tipo N. Se han
propuesto algunos bloqueadores muy potentes para este tipo de canales, mediante disecciones de
corrientes totales en registros celulares completos, tal es el caso del octanol, difenilhidantoina y
amiloride, sin embargo estos farmacos necesitan estudiarse mas rigurosamente para determinar su
selectividad en este tipo de canal y en determinados tejidos.

b) Canales de calcio activados por alto voltaje.

Requieren para su activacion un potencial de membrana més positivo. Estos canales se
subdividen en canales del tipo L, Ny P.

Los canales del tipo N y P se inactivan a potenciales de membrana mas positivos que -40mV y
tienen una conductancia intermedia de un canal simple, comparados con los del tipo Ty L.

Los canales T y L son sumamente importantes porque se encuentran principalmente en
neuronas donde desempefian un papel relevante en la liberacion del neurotransmisor. De estos, son
los del tipo L de los que se tiene una mayor informacion en cuanto estudios relacionados con el

SNC.
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Existen tres principales grupos de antagonistas quimicos para estos canales que ademas se
utilizan en la terapia de enfermedades cardiovasculares, estos grupos son los de las
fenilalquilaminas, benzotiazepinas y por tltimo las de las dihidropiridinas (Cuadro 1).

Las fenilalquilaminas son un grupo diverso de compuestos ejemplificados por el verapamil. La
inhibicion de los canales de calcio por verapamil se ve enormemente facilitada por estimulacion
repetitiva con pulsos de voltaje despolarizantes que activan estos canales, lo cual indica que estas
drogas ganan un acceso mas rapido a su receptor cuando el canal se encuentra abierto.

En contraste con las fenilalquilaminas, las dihidropiridinas son moduladores primarios de los
canales de calcio dependientes de voltaje. Las dihidropiridinas pueden actuar como activadores o
como inhibidores, pares enantioméricos, a menudo pueden tener influencias contrarias sobre la
funcion del canal, ya que estas no se unen preferencialmente cuando el canal se encuentra en
estado abierto. Las dihidropiridinas se unen a su sitio del receptor desde la superficie extracelular
del canal de calcio.

Por otra parte, el receptor de las benzotiazepinas no ha sido tan estudiado como el de los dos
grupos anteriores (Catterall and Striessnig, 1992).

Acerca de los canales del tipo N, se tiene poca informacion en cuanto a su farmacologia se

refiere, sin embargo, se sabe que son insensibles a las dihidropiridinas al igual que los del tipo T.



TIPO DE CANAL T
Conductancia de
canal simple (110 Ba) 8 pS
Cinética de canal simple Apertura tardia
por disparo breve

Conductancia relativa Batt =Catt

Bloqueo i6nico inorganico Nit*> Cdt*
Bloqueo via 0-CgTx Debil, reversible

Sensible a Dihidropiridina? Resistente

Rango de activacion Positivo
(para 10 Ca) a-70 mvV
Rango de inactivacion -100a60 mV

(para 10 Ca)
Velocidad de inactivacion Rapida

(OmV, 10 Cao 10 Ba)

vertebrados ( Tsien, R.W., et al, 1988).

(tau 20-50 ms)

N

13 pS

Inactivacion
disparo amplio

Batt> Catt

Ccdtt=Nitt+

Persistente
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L

25 pS

poca
inactivacion

Batt < Catt

Cd*t > Nit+

Persistente

Resistente Sensible
Positivo Positivo
a-20 mVv a-10mV
-120a-30 mV -60a-10mV
Moderada Muy lenta
(tau 50-80ms)  (tau >500 ms)

Cuadro 1. Propiedades eléctricas y farmacologicas de los tres tipos de canales de calcio en
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2.5.3 . Sistemas de regulacion de calcio intracelular.

La regulacion de los niveles de Ca'* intracelular es sumamente importante principalmente por
dos razones: primero, desde un punto de vista fisiologico, el control de Ca** citoplasmico juega un
papel clave en las caracteristicas espaciales y temporales de los mensajes intracelulares y, segundo,
desde un punto de vista patofisiologico, es importante porque permite mantener una homeostasis
de los procesos dependientes de calcio que se encuentran intimamente ligados a la génesis de
algunos desordenes degenerativos del SNC.

Existen una serie de mecanismos que permiten modular los niveles intracelulares de calcio que
incluyen principalmente; captura dentro de la mitocondria, recaptura dentro .del reticulo
endoplasmico, union citoplasmica por proteinas y transporte a través de la membrana citoplasmica.

En algunos experimentos realizados por Lehninger, Carafoli y otros, se ha demostrado que las
mitocondrias aisladas poseen una habilidad considerable para acumular y liberar Ca**. El sistema
de recaptura mitocondrial tiene una afinidad aparente por el calcio de 1-10 pM y es un proceso
dependiente de energia.

El hecho de encontrar cisternas del RE en neuronas cerebelares caracterizadas por una
estructura membranal inusual, y una localizacion inmediata debajo del plasmalema, han
demostrado que este es el reservorio interno primordial en cuanto a regulacion de calcio
intracelular se refiere, ya que se tenian evidencias de que el inositol trifosfato liberaba calcio a
partir de una estructura interna que poseia estas caracteristicas (Meldolesi, et al, 1990), aunque en
la actualidad, no se sabe con exactitud cual es la afinidad del RE por el Ca** en neuronas.

Dentro de las proteinas que se encargan de regular calcio se encuentran principalmente la

calmodulina, la proteina cinasa-c (una proteasa dependiente de calcio) y la calpaina (Fig 10).
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HIDROLISIS PIP CANALES MEMBRANALES CANALES IONICOS FOSFOLIPASAS
de Cat* REGULADOS POR Cat*

P53
Diacilglicero!

Reservorios
intracelulares de Ca**

Ca*t
Cinasa C Calmodulina Calpaina
CaM Cinasa Il Adenilato Ciclasa Fosfodiesterasa Calcineurina
del nucledtido
ciclico

Fig. 10 Principales proteinas involucradas en la regulacion de calcio en neuronas.La concentracion
de calcio intracelular se eleva cuando este penetra a través de los canales que se encuentran
en la membrana , o cuando es liberado de reservorios intracelulares en respuesta al IP;. Las
proteinas de membrana que se encuentran directamente reguladas por este incremento de
Cat* interno, incluyen varios canales ionicos regulados por calcio, la fosfolipasa C y la
fosfolipasa A,. Las proteinas citosolicas son la calmodulina, cinasa C y la calpaina,Cuando
la calmodulina se encuentra con todos sus sitios de union ocupados, se une a otras
proteinas pudiéndolas activar (Kennedy, M., 1989),
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La calmodulina (CaM), es una proteina cuyo peso molecular es de 15 kDa, esta presente en las
dendritas y en el citosol de muchas neuronas, pero no en los axones o en las terminales
presinapticas. En el citosol, su concentracion es de 30 a 50 UM, Cada molécula tiene cuatro sitios
de unidn con constantes de disociacion del orden micromolar. Cuando las concentraciones de
calcio son normales (10-% M), la cantidad de calcio que se une a la CaM es muy poco, sin
embargo, cuando las concentraciones de este ion aumentan a un nivel micromolar, los cuatro sitios
de union se ocupan de manera sucesiva, confiriéndole ser a esta proteina un activador
multifuncional sumamente importante.

Las proteasas son una familia de cinasas de 83 kDa que son activadas sinérgicamente por calcio
y diacilglicerol (DAG) producto de la hidrolisis del fosfatidil inositol. En su estado activado las
cinasas-c citosolicas se mueven hacia la membrana donde pueden fosforilar y regular ciertas
proteinas de membrana. En las neuronas, las cinasas-c regulan la excitabilidad eléctrica
fosforilando ciertos canales ionicos. Ademas pueden modular la eficiencia sinaptica y parecen
jugar un papel crucial en el inicio y mantenimiento del LTP.

Las calpainas son un grupo de proteasas neutras que se activan directamente por calcio, tienen
una distribucion muy amplia encontrandose presentes en la membrana y el citosol. Estas se
encuentran implicadas en la regulacion de las proteinas de la membrana y del citoesqueleto en

muchas células incluyendo las neuronas.
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2.5.4 Liberacion de calcio a partir de reservorios intracelulares.

Se han descrito dos mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la liberacion de calcio de
reservorios intracelulares unidos al citoplasma, uno involucra la union de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP,), a receptores IP, especificos que se encuentran sobre la superficie de vesiculas intracelulares
e inducen un aumento en el flujo de Ca** (Berridge and Irvine,1984; Bezprozvanny, et al, 1991).
El otro mecanismo involucra la activacion de un canal de Ca** inducido por calcio citoplasmico
(Endo, Tanaka and Ogawa, 1970; Smith, Imagawa. Ma. Fill. Campbell and Coronado, 1988).
Existen algunos tejidos en los cuales los dos mecanismos funcionan en pozas separadas dentro de
la misma célula. Por ejemplo, en neuronas de hipocampo en cultivo la activacion de receptores
metabotropicos glutamatérgicos por quiscualato no depletan las pozas de Ca** sensibles a cafeina.
Como se sabe, la cafeina es un activador de los reservorios que liberan Ca** activados por Ca** (
Thayer, Hirning and Miller, 1989). En otros tejidos incluyendo una gran variedad de células
musculares, parece haber una sola via de liberacion funcional que posee ambos mecanismos ( Vites

and Pappano, 1990).
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3. OBJETIVO

Dados los antecedentes que se tienen acerca de la accion descrita para el NMDA en células
granulares durante el desarrollo, en el presente trabajo se estudio la participacion del calcio en el
efecto trofico del NMDA, asi como el papel del calcio extracelular y del calcio proveniente de los
reservorios internos. Para ello, se utilizaron distintos farmacos especificos que afectan los
movimientos y niveles de calcio citoplasmico y extracelular y que permiten distinguir el origen de
este ion. Estas drogas se probaron sobre el efecto del NMDA en la actividad de la GAF, que como

se menciond, es una enzima marcadora de células glutamatérgicas en el desarrollo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultivos celulares primarios.

Se obtuvieron cultivos primarios de células granulares (95%) de cerebelos de ratas de la cepa
Wistar, mediante la técnica descrita por Patel y Hunt (1985) y Moran y Patel (1989), la cual
consiste en disociar el cerebelo de ratas de 8 dias postnatales de manera mecéanica y utilizando
tripsina (0.025%). Posteriormente las células se sembraron en un medio basal de Eagle
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (GIBCO), 2mM de glutamina y
penicilina-estreptomicina 50 U/ml y 50pug/ml respectivamente y KCI 5 mM.,

Las células se sembraron en cajas de Petri de 35 mm de diametro tratadas previamente durante
24 horas con 5 ug/ml de poli-L-lisina para permitir la adherencia neuronal. Las células se
sembraron a una densidad de 1.5 x 106 células por ml; aproximadamente 20 horas después se le
agregd citosina arabinosa 10 uM para evitar la proliferacion de otro tipo de células,
principalmente astrocitos (Balazs et al, 1988). Las células se incubaron a 37°C, en una atmosfera
de CO, (4.5%) y aire saturado con vapor de agua (95%) (Moran y Patel, 1989).

A los dos dias in vitro (DIV) las neuronas se trataron con diferentes drogas por espacio de 72
horas. A los 5 DIV las células se lavaron con un amortiguador de fosfatos de sodio (PBS) 10 mM

a 38°C y se congelaron a -70°C.
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4.2, Cuantificacion de la actividad de la GAF.

Al momento de realizar el ensayo, las células se descongelaron y se sonicaron en 75 ul de
buffer de imidazol durante 5 segundos. La actividad de la GAF se midio mediante la técnica
descrita por Kvamme y Olsen (1980) y modificada por Patel (1988) en una solucion de ensayo
que contenia: Na(PO,) 20 mM; debido a que esta enzima es activada por fosfato, NaCl 90 mM;
KCI 56 mM; Manitol 100 mM y Sacarosa 30 mM para mantener la fuerza ionica y osmética del
medio; HEPES 4 mM para mantener el pH ; MgCl, 5 mM, oligomicina 200 yg/ml; antimicina 12
pg/ml; glutamina 0,46 mM U-C'4; 50 mCi/ml.

Procedimiento

A 80 pl de la solucion de ensayo se le adicionaron 20 pl de tejido y se incubaron con agitacion
durante 20 min a 37°C. La reaccion se par6 aiiadiendo | ml de agua fria e inmediatamente la
muestra se pasé por una columna de intercambio anionico con una apertura de malla de 100-200
(AG1-X8, BIO-RAD) que se lavo con 5 ml de agua, 6 ml de acido acético 0.005 M y 6 ml de
acido acético 0.5 M. De esta Oltima muestra se tomo una alicuota de 1 ml a la cual se le
adicionaron 10 ml de liquido de centellco. Para determinar la transformacion espontinea de
glutamina se utilizaron dos blancos, que contenian en lugar de la muestra de tejido, 20 ul de agua.

La actividad final de la enzima se expreso como nmolas/hora/mg de proteina.
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4.3, Medicion de la sobrevivencia celular mediante la técnica de reduccion del MTT.

Tanto la integridad celular como la sobrevivencia se midieron cuantificando la transformacion
por las células del colorante bromuro de 3(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a un
producto insoluble, el azul de formazan, al recibir electrones desde el citocromo cl (Slater et al,
1963) ,por lo que cuando las células se encuentran en buen estado se produce una sal reducida de
color azul que puede ser leida espectrofotométricamernte a 570 nm. Esta técnica se fundamenta
en el hecho de que las células con una cadena respiratoria integra y funcional tienen una mayor
capacidad de transformar el MTT que aquellas que no estan transfiriendo electrones en las
mitocondrias.

A los cultivos celulares se les adiciono el MTT (Sigma Chemical Company) a una
concentracion de 144 uM. Una hora después se lavo el medio, mediante succién por medio de
vacio y se solubilizo el formazan con isopropanol anhidro con HCI 0.04 N. Posteriormente, el
producto se cuantifico espectrofotométricamente a 570 nm (Mosmann, 1983),

Es importante aclarar que ninguno de los farmacos utilizados en este trabajo interfiere con la
reduccion del MTT, ya que éstos son insolubles en el isopropanol acido, no afectando asi, los

valores de absorbancia.
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4.4 Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

El método de Bradford utiliza la espectrofotometria para medir la cantidad de proteina que
existe en un tejido. Su sensibilidad es hasta 10 ug de proteina/ml.

El reactivo de Bradford se preparo disolviendo 100 mg de Azul de Coomasie en 50 mi de
etanol al 95%; posteriormente se aiiadieron 100 ml de acido fosforico al 85 %, se aford a un litro
con agua destilada y por ultimo se filtro.

En primer lugar se trazo una curva estandar utilizando soluciones preparadas de la misma
manera que las muestras, esto es, se colocd albumina en unos tubos de ensayo (maximo 5 ug),
posteriormente se llevo hasta un volumen de 50 ul con agua destilada agregando | ml de reactivo
de Bradford, se esperaron 5 minutos y se leyeron las muestras en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 595 nm.

Para preparar la curva estandar, se utilizaron las siguientes concentraciones de albamina: 0,
25,5,75,10, 15y 17.5 pl las cuales se tomaron a partir de un stock de albiumina (I mg/ml de
agua). Es necesario sefialar que para obtener una lectura mas precisa de la curva se afiadio a las

muestras de la curva 5 ul de bufter de imidazol (Bradford, M., 1976; T. Spector, 1978).

4.5 Analisis estadistico.
Para analizar los resultados se utiliz el analisis de varianza ANOVA, seguido de la prueba de
Fisher; la probabilidad (P) debio ser menor o igual a 0.05 para que la diferencia fuera considerada

como significativa. En todos los casos se grafico el valor medio + el error estandar.
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto del NMDA sobre células granulares.
5.1.1 Efecto en la morfologia.

Todas las observaciones morfologicas se realizaron a los 5 DIV y, como se menciond
anteriormente, los cultivos se trataron a los 2 DIV con las diferentes drogas. El tratamiento con
NMDA (150 uM) produjo un efecto significativo en algunas de las caracteristicas morfologicas
del cultivo. (F.ig> [1). Bajo estas condiciones, las neuronas desarrollaron un mayor nimero de
prolongaciones. Los somas neuronales aumentaron ligeramente de tamafio y presentan un aspecto
mas obscuro con respecto al control. Ademas, se observo una mayor tendencia a la formacion de
cimulos que en las células no tratadas. En cultivos hermanos se observo un efecto similar al

observado con NMDA cuando las células se trataron durante las altimas 72 h con KCl 25 mM.
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Fig. 11 Aspecto de las células granulares de cerebelo tratadas con: a) NMDA 150 uM. b) KCl
40mM: ¢) EGTA ImMI vd) BAPTA 125 mM. Observaciones realizadas a los S DIV
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5.1.2 Efecto del NMDA en la actividad enzimatica,

Como se ha demostrado en estudios anteriores, la estimulacion con NMDA 150 uM durante
las ultimas 72 h y la despolarizacion por KCl en cultivos primarios de células granulares de
cerebelo de rata, indujo un incremento en la actividad de las enzimas que se encargan de la sintesis
del glutamato, AAT y GAF. Las células se sembraron en 10 mM de KCl, en un medio de Eagle
suplementado con 10% de suero fetal bovino durante 2 DIV y posteriormente se trataron con
NMDA 150 uM y KC1 40 mM. A los 5 DIV se midio la actividad de las enzimas. Mientras que el
incremento para el caso de la GAF es de aproximadamente un 75 % con respecto al control, la
actividad de la GLDH, una enzima que sintetiza glutdmico que no es utilizado como
neurotransmisor, no sufre un incremento significativo. De manera similar, la actividad de la LDH,
que participa en el metabolismo general de la célula, tampoco se afecta cuando las células se

tratan con NMDA o KCl (Tabla 1).

TABLA 1. Efecto del KCl y NMDA sobre la actividad de las enzimas que intervienen en la

sintesis del glutamato.

Condicion Actividad (% del control)

AAT GAF LDH GLDH  Proteina
Control 100 100 100 100 100
KCl 40 mM 170.4+5* 2588 ++18*| 91.7+86( 116.0+£63| 104.2+1.8
NMDA150 uM 162 + 15** 227 £11.3** 94.7+7.4 112.3+5.2 109.8+19

Las células se cultivaron en 10mM de KCl , en un medio Eagle suplementado con 10% de
suero fetal bovino durante 2 DIV, y posteriormente, se trataron con NMDA 150uM. Después de
5 DIV, las células se congelaron y se midio la actividad de las enzimas como se especifico en la
metodologia. Los resultados mostrados en esta grafica son el promedio de 6 experimentos y

muestran diferencias significativas con respecto al control *P<0.05 (ANOV A-Fisher).
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Los incrementos observados en la actividad de la GAF no son el resultado de cambios
generales en el contenido de proteina, ya que se observa en la tabla 1 que los niveles de proteina

no tienen un incremento significativo cuando las células son tratadas con diferentes condiciones.

5.2 Dependencia del Ca** en el efecto del NMDA.

5.2.1 Efecto de quelantes de Ca'* extracelular.

Con el objeto de probar la dependencia de calcio extracelular en el efecto del NMDA y KCl
sobre la actividad de la GAF en células granulares de cerebelo de rata, se utilizaron dos diferentes
quelantes de calcio extracelular, EGTA y BAPTA. Los cultivos tratados durante 72 h con EGTA
y BAPTA (1 mM y 0.5-1.25 mM respectivamente) en presencia de NMDA 150 uM, mostraron
una notable disminucion en la actividad de la GAF del 55% y 78% respectivamente (*P<0.05,
ANOVA-Fisher) con respecto al control (Fig 12). Cabe mencionar que las concentraciones
utilizadas de estas drogas no tuvieron efecto significativo sobre la actividad basal de esta enzima,

ni sobre el aspecto morfologico de las células .
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Fig 12 Efecto de los dos quelantes de calcio extracelular (EGTA ImM y BAPTA 1.25 mM)
sobre la actividad de la GAF inducida por NMDA 150uM. Los resultados se expresan
como porcentaje del control tES de 4-6 experimentos diferentes. Diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (* P< 0.05) y con respecto al
NMDA ( ** P<0.05) (ANOVA-Fisher).
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5.2.2 Efecto de concentraciones altas de Ca*" extracelular,

Dado que el calcio extracelular parece jugar un papel importante en la accion del NMDA, se
cultivaron neuronas en presencia de concentraciones altas de calcio (12mM) con el fin de
mimetizar el efecto tréfico del NMDA. Bajo estas condiciones, sin embargo, no se observo
ningin incremento significativo en la actividad de la glutaminasa cuando la comparamos con
respecto al NMDA (Fig. 13). La respuesta del NMDA en células crecidas con Ca** 12 mM
tampoco se modifico cuando se le compara con concentraciones normales de este cation. La
organizacion morfologica del cultivo tampoco se vio afectada significativamente bajo ninguna de

estas condiciones.

5.2.3 Efecto del ionoforo A23 187 sobre la actividad de la GAF.

Con el fin de estudiar si un aumento indiscriminado de calcio interno podria mimetizar la
accion del NMDA y KClI, se examind el efecto de diferentes concentraciones (0.01, 0.1y 1.0 uM)
del iondforo de calcio A23187 durante distintos tiempos de exposicion y a diferentes edades. La
Fig. 13 muestra que la actividad de la GAF basal aumenta con la edad de las células. Esta
actividad no se modifica a ninguna edad por accion del iondforo A23187 usado a distintas
concentraciones. Sin embargo, se observa un aumento significativo en células de 3 DIV con la

concentracion del ionoforo mas baja (0.01 uM) ( Fig. 14).
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Fig. 13. Efecto del aumento de calcio extracelular (12mM) en presencia de NMDA 150 uM.
Las células fueron cultivadas como se indica en la metodologia, los tratamientos se
aplicaron durante 72 hr. Los resultados se expresan como porcentaje del control, los
valores mostrados son el promedio de 4 experimentos +ES.
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Fig. 14 Efecto del ionoforo 423187 a diferentes concentraciones y a diferentes edades del
desarrollo. (A) Se muestra el efecto del ionoforo a concentraciones de 0.01, 0.1 y1.0
LM, el ensayo se realizo a los 3 DIV, y los cultivos fueron tratados a las 24 h, en esta
parte podemos observar que a la concentracion mas baja del ionoforo se observa una
diferencia significativa con respecto al control (P<0.05) (ANOVA-Fisher).(B) Efecto
del ionoforo a concentraciones bajas (0.01 y 0.1 uM), las células fueron tratadas a las
48 h. y el ensayo se realizo a los 4 DIV, cabe sefialar que a una concentracion mas alta,
las células muestran severos deterioros, por lo que el ensayo no se pudo realizar. (C)
Observamos que con estas dos concentraciones (0.01 y 0.1uM), las células no
muestran ninguna diferencia significativa con respecto al control, las células fueron
tratadas a las 60 horas.
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5.2.4. Papel de los CCSV en el efecto del NMDA

En la Fig. 15 se muestra el efecto del Mg** (20 mM) sobre la actividad de la GAF inducida por
NMDA 150 uM y KCI 40 mM.

Bajo estas condiciones se encontr6 que tanto la accion del NMDA como la del KCl sobre la
actividad enzimatica se bloquea casi completamente en presencia de Mg**, Este efecto inhibidor
del Mg** se observé también sobre la actividad de la AAT (Datos no mostrados).

Se probaron también antagonistas generales de CCSV como el Verapamil y el Lantano, que a
una concentracion de 10 y 100 uM respectivamente no tuvieron ningln efecto sobre la actividad
de la glutaminasa inducida por NMDA (Fig. 16). Estas drogas per se no afectaron la actividad
basal de esta enzima.

Se estudio también el efecto de la nifedipina (0.5 M), que bloquea selectivamente CCSV tipo
L. La Fig 17 muestra que no existe una diferencia significativa entre las células tratadas con
NMDA 'y las tratadas con nifedipina y NMDA. Sin embargo, en las células tratadas con alto
potasio (40 mM), se observo una marcada inhibicion por nifedipina en la actividad de la GAF.

Para poder dar mas soporte a esta observacion, se realizaron experimentos en los cuales se
probod el efecto del Bay-K uno de los agonistas de los CCSV tipo L (Fig. 17b). Esta droga
utilizada a una concentracion de 0.01 M, indujo por si sola un incremento en la actividad de la
GAF de aproximadamente 100%. En la misma figura se observa que el NMDA y el Bay-K no

tuvieron un efecto aditivo sobre la actividad de la GAF.
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Fig. 15. Efecto del Mg** sobre la accion del NMDA y KC1 40 mM en la actividad de la GAF.
Se observa que en el caso del NMDA este cation tuvo un efecto estadisticamente
significativo con respecto al NMDA y al potasio (P<0.05) (ANOVA-Fisher).
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Fig. 16. Efecto del verapamil y lantano en el efecto trofico del NMDA 150 uM. Las
diferencias entre NMDA solo y NMDA mas verapamil o lantano no son significativas.
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Fig. 17 a) Efecto de la nifedipina (0.5pM) y BAY K (0.01 uM) en presencia de NMDA
150uM y K* (40mM) sobre la actividad de la GAF. Los resultados se encuentran
expresados como porciento del control de la actividad enzimatica y son los promedios
de 6-8 experimentos.En a) la diferencia es estadisticamente significativa cuando se le
compara con K* sélo *P<0.05 (ANOVA).
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5.2.5 Calcio intracelular

Para comprobar la dependencia del calcio interno en el efecto trofico del NMDA, se utilizo el
BAPTA.AM (10uM), que es un quelante de calcio intracelular, Las células fueron tratadas como
se describe en la metodologia y se incubaron con el quelante, con o sin NMDA., Como se puede
apreciar en la tabla 2, el BAPTA.AM inhibio un 74% la activacion por NMDA de la enzima GAF.

EI BAPTA.AM por si solo no tuvo ningiin efecto sobre la actividad basal de esta enzima.

Tabla 2. Efecto del BAPTA.AM

Condicion Actividad (nmolas/h/mg prot)
Control 27+ 1.971
NMDA 150 uM 86+ 6.21
BAPTA.AM 10uM 31+ 0,98
BAPTA.AM+NMDA 41% 2,99*

Se cultivaron células granulares durante 2 DIV, posteriormente se trataron con BAPTA AM
10uM y con NMDA 150 puM. Después de 5 DIV, se realizo la medicion de la actividad. Los
resultados se expresan como nmol/h/mg prot y son el promedio de 5 experimentos. Las
diferencias son estadisticamente significativas *P<0,05 (ANOVA-Fisher).
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5.2.5.1 Reservorios de Ca** sensibles a dantroleno.

Una vez que se comprobo de esta manera la dependencia de calcio intracelular se probo, como
se muestra a continuacion, la participacion de los diferentes reservorios intemos que se especulo
podian estar directamente relacionados con la accion del NMDA.

Se probo el dantroleno a una concentracion de 30 mM y, como se puede observar en la tabla
3, esta droga inhibio un 68.7% la actividad de la GAF inducida por NMDA. La actividad basal de
esta enzima no se vio modificada por el dantroleno per se. En cuanto a la morfologia, la

integridad celular de las células, no se vio afectada por este tratamiento.

Tabla 3. Efecto del dantroleno 30puM.

Condicion Actividad (% del control)
Control 100+ 10
NMDA 150 uM 199.0+ 10*
Dantroleno 30uM 93+ 13
NMDA+ Dantroleno 30uM 1311 1%

Tabla 3. Las células se cultivaron como se describio en la metodologia. Los resultados son el
promedio de 4 experimentos + ES y se expresan como nmol/h/mg prot. Las
diferencias son estadisticamente significativas *P<0.05 (ANOVA-Fischer).
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5.2.5.2 Efecto de la cafeina.

La cafeina es una droga que depleta calcio a partir de otro tipo de reservorios intemos, por lo
que con el fin de comprobar un posible efecto toxico de la cafeina se realizaron estudios de
sobrevivencia mediante la técnica del MTT, que se describié en la metodologia. La Fig. 18
muestra que la utilizacion de concentraciones altas cominmente empleadas en otros modelos
experimentales, afecta de manera drastica la integridad de los cultivos. Se decidio utilizar una
concentracion relativamente baja (100 mM) de cafeina, ya que a ésta las células sobreviven (Fig.
18a). En la Fig. 18 b se observa que la actividad de la glutaminasa, disminuye un 50% con

respecto al NMDA, Esta diferencia es estadisticamente significativa *P<0,05 (ANOVA-Fisher).
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Fig. 18. Efecto de la cafeina a diferentes concentraciones sobre la actividad de la GAF.. a) Se
muestra el estudio de sobrevivencia a diferentes concentraciones (100, 500 y 1000mM)
en presencia de NMDA 150 mM. En la parte b), se grafica la actividad de la
glutaminasa expresada como porciento del control, cuando a las células se les trata con
cafeina (100mM), la actividad disminuye de manera estadisticamente significativa
cuando se le compara con respecto al NMDA*P<0.05 (ANOVA-Fischer).
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5.3 Papel del sistema Calcio-calmodulina.
Se probaron drogas que interfieren con el sistema calcio-calmodulina como la trifluoperazina y
el W7 (0.1 mM y 10 mM respectivamente), Como se puede observar en la Fig. 19, en ningan caso
se obtuvo un efecto importante en lo que respecta al comportamiento de la GAF en presencia de

NMDA.
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Fig. 19. Efecto de la trifluoperazina y W7 sobre la actividad de GAF bajo condiciones
despolarizantes en presencia de NMDA. Los resultados estin expresados como
porciento del control y son los promedios de 6-8 experimentos. Las diferencias no son
estadisticamente significativas.
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6. DISCUSION

Existen muchos estudios que indican que la despolarizacion con potasio (Balazs, 1987, 1988,
1990) o la estimulacion temprana de los receptores a NMDA ( Balasz 1988, Moran y Patel, 1989,
Moran y Rivera-Gaxiola, 1992) promueven la sobrevivencia y diferenciacion de las células

granulares de cerebelo en cultivo, lo que se ha considerado como un efecto trofico de estos

compuestos.

A. Efecto del NMDA sobre la actividad de la GAF.

Como se menciono antes , las células granulares del cerebelo son glutamatérgicas y poseen
receptores a aminoacidos excitadores. En estudios previos se ha demostrado que dos enzimas
involucradas en la sintesis del glutamato usado como neurotransmisor, la AAT y GAF son
marcadoras de la diferenciacion bioquimica de este tipo neuronal (Patel, 1987; Moran y Rivera-
Gaxiola, 1992). En el presente trabajo se utilizd como parametro marcador de diferenciacion la
actividad de la GAF y se encontré que los datos obtenidos coinciden perfectamente con los
encontrados en estudios anteriores en lo que concieme al incremento de la actividad de esta enzima
en presencia de condiciones despolarizantes por K* o de la estimulacion temprana por NMDA
(Tabla 1) ( Moran y Patel, 1989). Este efecto es especifico ya que no se afecta la actividad de
otras enzimas como la LDH y GLDH y se apoya también en el hecho de que la cantidad de

proteina de éstas tampoco se ve afectada significativamente.
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Por otro lado, se ha demostrado que la activacion de los receptores a NMDA aumentan la
conductancia del Cat* ( Mayer y Westbrook, 1987), sugiriendo que el canal del receptor no sélo
es permeable a Nat y K*, sino también a este cation ( MacDermott and Dale, 1987). También se ha
estudiado mediante el uso de los colorantes cominmente utilizados para determinar las
concentraciones intemas de calcio que este ion aumenta en el espacio intracelular cuando se activa
el receptor a NMDA (Miller, 1991). Estas evidencias sugieren una posible participacion del calcio
en ¢l efecto trofico del NMDA. Por lo que en este trabajo se estudio el papel del calcio tanto

extracelular, como el proveniente de los reservorios intemmos de la célula, en Ja activacion de la

GAF inducida por NMDA y KCl.

B. Efecto del calcio extracelular en 1a accion del NMDA,

Utilizando dos diferentes quelantes, como el EGTA y el BAPTA ( ImM y 125mM
respectivamente), se pudo comprobar que se requiere de la presencia de calcio extracelular para
que se lleve a cabo la activacion de la GAF por NMDA, ya que en ambos casos, la actividad basal
de 1a enzima disminuyo un 57% con respecto al control cuando las células se incubaron con EGTA
y 81.1% con BAPTA. Lo anterior coincide con la dependencia del Ca** en el efecto del NMDA
sobre la sobrevivencia en estas células (Kingsbury and Balazs, 1987).

La presencia de estos quelantes de Ca** no tienen efectos adversos per se dados los resultados
de viabilidad en MTT obtenidos y el estado morfologico. Es interesante mencionar que la actividad
de la GAF indncida por NMDA, no disminuye totalmente en presencia de estos quelantes, lo que

sugiere la participacion de calcio proveniente de otras fuentes, como serian los reservorios intemos.
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Por otra parte, cuando a los cultivos celulares se les ha tratado con una concentracion alta de
Ca** (12mM), se observa claramente que no modifica la actividad de la glutaminasa inducida por
NMDA (Fig 13), lo cual sugiere que la concentracion de calcio externo necesario es equivalente a
las concentraciones fisiologicas de la célula (i.c. 1-2 mM).

Dado que se sugiere que es necesario un incremento de Ca** intracelular en el efecto del
NMDA y el KCl, se intento simular un incremento de Ca** utilizando el ionoforo selectivo de
Cat, el A23187. Bajo estas condiciones la incubacion con el ionoforo no tuvo ningin efecto per
se sobre la actividad de la GAF, excepto cuando el compuesto se incubo por tiempos cortos y
concentraciones muy bajas. Esto sugiere que aunque el calcio extracelular es importante para que
el NMDA y KCl ejerza un efecto trofico probablemente sea necesario que exista una modulacion
tanto temporal como espacial, mas que un incremento indiscriminado de Ca** intracelular ; o bien
que el incremento de calcio debe ir acompaiiado de alguna sefial disparada por la despolarizacion
con NMDA o KCl.

Por tltimo, se probo el efecto de dos diferentes tipos de drogas que antagonizan la entrada del
Ca*t , estas son: el verapamil (10uM) y el lantano (100uM), en ambos casos no se observo
ninguna disminucion en la actividad de la glutaminasa que sea significativo; en el caso del
verapamil, solo se observa una ligera tendencia a disminuir la actividad en un 23% con respecto al

NMDA, sin que esta diferencia sea estadisticamente significativa.

C. Papel de los Canales de Calcio Sensibles a Voltaje en el efecto del NMDA.
Las vias de entrada de calcio inducidas por NMDA y KCI son distintas. Una es a través de los
CCSV que se abren por una despolarizacion directa inducida por KCl o indirectamente por

NMDA.,
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Existen numerosos estudios en los que se ha demostrado la presencia de los CCSV en
neuronas granulares de cerebelo de rata (Carboni and Wojcik, 1988; Slesinger and Landsman,
1991; Moran et al., 1991), por lo que algunos investigadores han estudiado su participacion en las
células granulares, por ejemplo, Kingsbury y R: Balazs estudiaron el efecto de algunos agonistas
y antagonistas de estos canales de Ca**, demostrando que bajo condiciones despolarizantes de
alto potasio, la entrada de este cation se da mediante los CCSV. Los resultados obtenidos en este
trabajo no concuerdan con el hecho de que cuando se despolarizan las células por medio de
NMDA, la entrada de calcio se lleva a cabo principalmente a través de los CCSV, ya que en
presencia de nifedipina 0.5mM (un antagonista de los CCSV tipo "L"), la actividad de la GAF no
se afecta. Por otra parte, si la activacion de la glutaminasa se lleva a cabo en presencia de KCI (40
mM), la actividad de la enzima disminuye en presencia del mismo antagonista, sugiriendo en este
caso, que la intervencion de los CCSV son importantes cuando la despolarizacion se lleva a acabo
con potasio,

Para comprobar una posible entrada de calcio a través de los CCSV, se utilizo un agonista de
los ccsv tipo L, ¢l Bay-K (0.0lmM). En estudios anteriores se¢ ha demostrado que cuando se
utiliza este agonista, los canales de Ca*™* permanecen abiertos mas tiempo, produciendo asi
modificaciones en cuanto a la sobrevivencia de algunos tipos celulares. En este estudio, dicho
farmaco no potencio de manera alguna el efecto de la actividad de la glutaminasa inducida por
NMDA, pero si incremento significativamente la actividad enzimatica per se, apoyando una vez
mas la idea de que la entrada de calcio en el caso del NMDA es mediante el ionoforo acoplado a
su receptor, y que la entrada de Ca** por CCSV es capaz de inducir el mismo efecto que el
NMDA y KCL.

Los ensayos realizados con concentraciones altas de Mg™* apoyan la idea anterior. El Mgt a
esas concentraciones es capaz de bloquear el ionoforo acoplado al NMDA de una forma
dependiente de voltaje. Por otro lado el Mg*™ también puede antagonizar el transporte de Ca** a

través de los CCSV inducido por concentraciones elevadas de potasio.



61

D. Intervencion de los reservorios internos en el efecto del NMDA.

Dado que el bloqueo de las vias de Ca** y de los niveles de Ca** extracelular no son suficientes
para abolir completamente los efectos del NMDA y de KCl, se estudio la posibilidad de que los
reservorios intracelulares de calcio estén participando en este fenomeno.

Esta sugerencia se apoya en el hecho de que el dantroleno (una droga que inhibe los
reservorios de Ca** intracelular disminuye aproximadamente un 30% la actividad de la
glutaminasa cuando esta se activa por NMDA, asi mismo, la Rianodina, otra droga que inhibe la
liberacion de calcio a partir de los reservorios intracelulares de Ca** interno activados por cafeina,
disminuyo aproximadamente un 20% la actividad de la enzima (datos no mostrados).

Otra de las evidencias experimentales que apoya la participacion de los reservorios de Ca**
intracelular son los resultados obtenidos con células tratadas con cafeina. Esta droga depleta
calcio intracelular. En los cultivosde células granulares de cerebelo de rata, las concentraciones
usadas normalmente en otras células resultaron toxicas, sin embargo a concentraciones bajas (100
mM) la cafeina inhibio la activacion de la GAF en una proporcion similar a la ejercida por el
dantroleno.

E. Sistema calcio-calmodulina.

Finalmente, dado que el efecto del NMDA observado es dependiente de calcio intracelular, en
este estudio se exploro, de manera preliminar, la posibilidad de que el sistema calcio-calmodulina
estuviera involucrado en este fenomeno. En un estudio realizado por Balasz, sugiere que esta via
de segundos mensajeros pudiera estar involucrada en el efecto del NMDA en la sobrevivencia de
las células en cultivo. En nuestro trabajo sin embargo, ninguna de las drogas que interfieren con el
sistema Ca-calmodulina como la trifluoperazina y el W7 (10mM), afectaron la activacion de la
glutaminasa inducida por NMDA. Por lo tanto, es posible que el calcio participe en la activacion

de la enzima por otra via diferente a la de este sistema de segundos mensajeros.
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7. CONCLUSIONES.

1) El efecto del NMDA y KCl en la activacion de la glutaminasa requiere de un incremento de

calcio intracelular.

2) El Ca** que se requiere para que se lleven a cabo los efectos estudiados en este trabajo,

proviene tanto del medio extracelular, como del interior de la célula,

3) Aunque el efecto del NMDA es dependiente de calcio, un incremento en los niveles de Ca*

per se no es suficiente para mimetizar la accion de estos agentes sobre la actividad de la GAF.

4) En el caso del NMDA, el calcio parece entrar a la célula a través del ionoforo acoplado al
receptor, mas que a través de los Canales de Calcio Sensibles a Voltaje. mientras que para el KCl

el calcio entra exclusivamente por estos canales sensibles a voltaje.

5) Las fuentes de Ca*™ intracelular parecen jugar un papel importante en la accion del NMDA
sobre la actividad de la Glutaminasa activada por fosfato. Probablemente el calcio que entra por

el canal acoplado al receptor de NMDA induce la liberacion de calcio de un sitio seusible a calcio.

6) El mecanismo de accion del Ca* en la GAF no involucra al sistema calcio-calmodulina, se

sugiere que el mecanismo podria estar relacionado con otro sistema de segundos mensajeros.
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