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RESUMEN

Las células de Bergmann (ghia radial del cerebelo), se localizan en la capa
molecular de la corteza cerebelar. Los procesos de estas células estdan alrededor de
las sinapsis que establecen las fibras paralelas y las células de Purkinje. Eslas células
gliales, tienen receplares a aminodcidos excitadores de lipa ionolrépico por lo que se
ha sugetido una participacion de la glia de Bergmann en la modulacion de la sinapsis
glutamatérgica mencionada. La presencia de receplores metabolropicos, se ha
demostrado en células gliales como astrocitos y células de Miller, pero no en las
células de Bergmann. En el presente trabajo se invesliga, si la glia radial del cerebelo
presenta receptores a aminodcidos exciladores metabotropicos acoplados a la
hidialisis de fosfoinositodos. Los resultados indican que el glutamato y sus analogos
estimulan 1a hidrolisis de losloinositidos. EI orden de polencia fué NMDA (N-melil-D-
aspanato, ECp=3.1uM)>l glutamate (ECs=14.8uM)>KA (Acido kainico,
ECw=52.31M)>QA (Acido quiscudlico, ECsy=53.7uM y ECs=69.2nM) >L-ACPD (1-
aminoclclopentano-1,3-dicarboxilato, EC4=160pM). El orden de ecliciencia fué L-
glutamato, B1% > QA, 66% > NMDA, 48% > KA, 43% > t-ACPD, 32% (en % sobre et
nivel basal). La estimulacién producida por NMDA se blogued totalmente por APS y
CPP antagonistas del sitio del neurotransmisor y MK-801 bloqueador de canal abierto
del receptor tipo NMDA: la DNQX, bloqueador de los receptores NO NMDA bloqued
parclaimente (47%) y la MCPG, bloqueador de los receptores imetabotrdpicos no tuvo
efecto. Esta estimulacion requiere de la presencia de calcio extemo y no se inhibe por
los bloqueadores de canales de calcio tipo T y L, Verapamil y Niledipina
respectivamente, ni por Dantroleno que es un bloqueador de canales de calcio del
reticulo endopldsmico; la Tapsigargina, bloqueador de 1as ATPasas de calcio, estimulo
la hidrdlisis. €l efecto de L-glutamato se inhibld (otalmente con MK-801; el CPP
bloqued parclalmente (54%), la DNQX bloquéo débilmente y el APS, el AP3
(antagonista no competitivo de los receplores metabolrdpicos de glutamala) y la MCPG
no tuvieron efecto. Estos datos sugieren la participacion de receplores ionotropicos de
tipo NMDA asi como de receptores metabntrépicos en la hidrdlisis de fosfoinositidos.

o



ABREVIATURAS

AAE Aminodcidos excitadores

AMPA a-amino-3-hidroxi-5 metilizoxazol-4-propionato
AMPc Adenosin monotosfato ciclico

1-ACPD t-aminocictopentano-1,3-dicarboxitato

AP3 Acido-L-fosfonopropidnico

l.-AP4 {.-2-amino-4-fosfonobutanoato

AP5 Acido amino-7-fosfonovalérico

L.-asp L-aspanato

L.-CCG 2s,1's,2'5-2-(2-carboxicilopropil)glicina

CNQX 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-diona

(S)3CAHPG  (S)-3-carboxi-4-hidroxifenilglicina
(SYMC3HPG (8)-4-carboxi-3-hidroxifenilglicina

(5)4CPG (S)-4-carboxifenilglicina

CPP Acido 3-(()-2-carboxypiperazin-4-il-propil-4-fosfonico
DAG Diacilglicerol

Div Dias in vitro

DNasa Desoxiribonucleasa

DNQX 6,7-dinitroquinoxalin-2,3-diona
EDTA Etilen diamino tetra acético
GABA Acido y amino butfrico

GMPc Guanosin monofosfato ciclico
L-glu L-glutamato

(S)3HPG (S)-3-hidroxifenilglicina

IP3 Inositol 1,4, 5-tiifosfato

KA Acido kainico

MCPG (RS)-a-metil-4-carboxifenilglicina

mGluR1-8 Receptores metabotropicos para L-glutamato



Maleato de dizocilpina
Nifedipina
N-melil-D-aspantato

FFosfatidil inosito! 4,5-bifosfato
Proteina cinasa C
Fosfolipasa C

Acido quiscualico

Reticulo Endopldasmico
Ringer Krebs Bicarbonato
Sistema Nervioso Central
1-(1-(2-tienil)-ciclohexil piperidina

Verapamil



I INTRODUCCION

El cerebelo y los ganglios basales paricipan de manera importante en el
control de la funcién muscular, en conjunto con dreas corticales cerebrales. Ef
cerebelo se relaciona con la coordinacion del movimiento, y su extirpacion o
lesion no conlleva pérdida del movimiento, pero si faita de control del mismo
(Hill y Wysa, 1989). Asimismo, este érgano participa en la planeacion, control y
cofreccion de las actividades motaras.

El cerehelo recibe informacion acerca de la planeacién de un movimiento,
desde estructuras cerebrales relacionadas con la programacion y ejecucion del
mismo; también recibe informacion acerca de su ejecucion. Estas sefiales
permiten al cerebelo, ser un centro de comparacion, de manera que es capaz de
corregir los movimientos en el momento de llevarse a cabo. Esto tiene
importantes implicaciones, ya que estas correcciones dependen de la capacidad
de la entrada de informacion para modificar los circuitos cerebelares en largos
periodos de tiempo. Asi la funcion del cercbelo puede modificarese por fa

experiencia, siendo relevante en el apredizaje de las tareas motoras.

A, Estructura del Cerebelo.
Anatémicamente el cerebelo se divide en 3 Idbulos: el anterior, el
posterior y el fiéculonodular. Los 16bulos anterior y posterior se pueden dividir

longitudinalmente, observandose en la parte media del cerebelo una banda



estrecha, separada del resto del cerebelo por 2 surcos poco prolundos y que se
conoce como vermis. A cada lado del vermis se observan los hemisferios
cerebelares: el izquierdo y el derecho. Cada hemisferio a su vez estd
compuasto por la zona lateral y la intermedia.

Iz} cerebelo estd organizado en tres regiones funcionales cada una con
distintas conexiones anatdmicas de cerebro y médula espinal. Cada regidn
recibe informacion de diterenles fuenles y manda informacién a diferentes
partes del cerebro. Estas regiones son el vestibulocerebelo, ¢l espinocerebelo
y el cerebrocerebelo (Fig. 1).

El vestibulocerebelo, que corresponde al i6bulo floculonodular, recibe
informacion de la médula a través de los ndcleos vestibulares y manda
informacion al nucleo vestibular lateral. A través de estas conexiones aferentes
y eferentes con el nicleo vestibular, esla regién controla el movimiento de los
ojos y el equilibrio del cuerpo. Sus aferentes tienen como fuentes principales los
canales semicirculares, que indican cambios en la posicion de la cabeza, y los
olalitos que indican la orientacién de la cabeza con respecto a la gravedad.
Estas aferentes son las Unicas que llegan a la corteza cerebelar direclamente
de las células ganglionares de la periferia, sin relevo,

El espinocerebelo, que recibe informacion de la médula espinal, abarca
la parle central del cerebelo denominada vermis y la zona intermedia de cada
hemisferio. Las fibras del vermis hacen conexion el nicleo fastigio y la zona

intermeadia del hemisferio cerebeloso manda informacion hacia el nicleo
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FFigura 1. Regiones anatémicas (A) y funcionales del cerebero (B). Las flechas
(B) indican los nicleos, a dénde mandan informacion las regiones funcionales

del cerebelo (Tomado de Chez, 1991 y modificado).



inlerpuesto. A través de estos dos nucleos profundos del tdlamo, el
espinocerebelo  controla los componentes medio y lateral de los sistemas
molores descendentes, participando en el control del movimiento de los
miembros durante su ejecucion.

El cerebrocerebelo es la parte lateral de cada hemisferio cerebelar,
recibe informacion de la formacion reticular pontina. El cerebracerebelo manda
informacion a su vez al nicleo dentado, la cual pasa al tdlamo y tinalmente a la
coeza premotora y motora. Esta region del cerebelo tiene funciones

relacionadas con la planeacién e iniciacién de los movimientos.

1. Corteza Cerebelar

El cerebelo estd compuesto de un manto externe de materia gris que es
la corteza cerebelar, materia blanca y 3 pares de nucleos profundos los cuales
se proyectan fuera del cerebelo y son el nicleo fastigio, el ndcleo interpuesta y
el nicleo dentado.

La corteza cerebelar se divide en 3 capas en donde se localizan cinco
tipos de neuronas: estrelladas, de canasta, de Purkinje, Golgi y granulares. La
capa mas externa es la molecular, compuesta por axones de las células
granulares, a los que se ha denominado “fibras paralelas" En esta capa se
localizan fas céluias estrelladas y las células de canasta, que son intemeuronas.
A lo largo de esla capa se extienden los arboles dendriticos de las células de

Purkinje en un sélo plano perpendicular al eje principal de un folium.



La capa intermedia es la de las células de Purkinje, compuesta por los
somas de éstas células, arreglados en una sola hilera.

L.a capa interna denominada capa granular contiene numerosas neuronas
pequefias que son las células granulares asi como células de Golgi en la zona
cercana a la capa intermedia. En este estrato se forman unas estructuras
llamadas glomérulos cerebelares, que son zonas en las que se establecen los
contactos sindplicos de las células granulares y las céulas de Golgi con fibras
aferenles denominadas fibras musgosas (Fig. 2).

Las fibras musgosas constituyen fas fibras alerentes principales. Se
originan de una variedad de nucleos del tallo cerebral y de neuranas en la
médula espinal. Las fibras musgosas trasmiten informacion indirectamente a las
neurcnas de Purkinje en el glomérulo, a través de la sinapsis que establecen
con las células granulares que son interneuronas excitadoras. Los axones de
las células granulares ascienden hacia la capa molecular, donde se bifurcan y
forman las fibras paralelas, que hacen sinapsis con las dendritas de las células
de Purkinje, orientadas perpendicularmente a las mismas. Otro tipo de alerente
al cerebelo son fas fibras trepadoras, que se originan en el nucleo de la oliva
inferior de la médula. Los axones entran a la corteza y envuelven el soma y las
dendritas de (as células de Purkinje, estableciendo contactos sindpticos de tipo
excitador. Cada fibra trepadora hace contacto solo con 1 a 10 neuronas de
Purkinje y cada célula de Purkinje recibe la entrada sinaptica de una sola fibra

trepadora (Chez, 1991).
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Figura 2. Corteza Cerebelar

La corleza cerebelar estd dividida en 3 capas: molecular, de células de
Pukinje y granular. En esta figura se puede observar a) la distribucion de los
cinco tipos de neuronas del cerebelo y b) el glomérulo cerebelar en detalle

(Tomado de Chez, 1991 y maodificado).
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Las fibras paralelas también hacen sinapsis con las dendritas de las
células estrelladas, las células de canasta y 1as células de Golgi, interneuronas
de tipo Inhibidor que modulan la actividad de las células de Purkinje, neuronas
principales y Unica via de salida de intormacion del cerebelo.

l.as células estrelladas presentan axones corlos que hacen contacto con
las dendritas cercanas da las células de Purkinje en la eapa molecular, mientias
que las células de canasta alineadas perpendicularmente a las fibras paralelas
hacen contacto con el soma de células de Purkinje distantes. Asi cuando un
grupo de fibras paralefas excita a una hilera de neuronas de Purkinje y las
célula de canasta vecinas, las células de canasta excitadas inhiben la onda de
salida excitadora de las células de Purkinje. Las células de Golgi localizadas en
la capa granular tienen un elaborado drbol dendritico en fa capa molelcular,
donde reciben su principal entrada (excitadora) de las fibras paralelas (Chez,

1991).

B. Neuroglia

En el sistema nervioso, se han descrito células que se localizan
alrededor de las neuronas y sus axones,; estas células inicialmente descritas por
Rudolf Virchow en 1846, se han llamado en general células gliales o neuroglia
{Nicholls et al, 1992). Se calcula que hay entre 10 y 50 veces mds de estas

células que neuronas en el sistema nervioso central de los vertebrados.



las células gliales se han divido en 2 clases principales: microglia y
macroglia. l.a microglia esta formada por células fagociticas que se movilizan
después de un dano o infeccion. Estas células tienen un origen mesodérmico,
ya que se originan de una poblacion especilica de leucacitos mononucleares,
que penetran la barrera hemato-encefdlica durante los periodos cercanos al
nacimiento tanto fetales como postnatates (Jacobson, 1991). La macroglia son
células de origen ectodémmico (Whitlaker, 1984) y se han dividido en tres
grupos: los oligodendrocitos, las células de Schwann y los astrocitos.

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células pequefias con
pocos procesos, que se encargan de formar la capa de mielina que aisla a los
axones de las newronas incrementando asi la conduccion de las sefales
eléctricas. Aungque tienen una misma funcidn, la localizacion en el sistema
nervioso es diferente; los oligodendrocitos estan en el sistema nervioso central y
las células de Schwann forman la mielina en el sistema nervioso perilérico.

Los astrocitos tienen forma irregular y procesos relativamente largos. Se
ha visto que estas células participan en varias funciones en el sistema nervioso,
Aunque no son parte constiluliva de Ia barrera hemato-encefdlica, los procesos
de los astrocitos que hacen contacto con los capilares sanguineos inducen la
formacién de las uniones estrechas en las células endoteliales, que impiden el
paso de sustancias toxicas al sistema nervioso. Algunos aslrocitos tienen pies
terminales que hacen contacto con neuronas y con vasos sanguineos, por 1o

que se ha sugerido que tengan funcidn de nutrir a las neuronas, aungue esto no



estd comprobado. También se ha visto que al igual que la microglia, remueven
restos neuronales y ayudan a sellar después de un dafo. El potencial de reposo
de los astrocitos esta determinado exclusivamente por su alta permeabilidad al
potasio; tomo consecuencia, ios astrocitos amortiguan el exceso de potasio

liberado por las neuronas cuando su actividad es alta (Kandel, 1991).

1. La neuroglia y la transmisidn nerviosa

Debido a que las células gliales no reciben ni forman sinapsis, es claro
que no pueden participar en los circuitos locales de la manera que lo hacen las
neuronas. Sin embargo, la presencia de receptores para neurolransmisores en
las células gliales sugiere que podria existir una via de comunicacion con las
neuronas, Ademads, las células gliales en algunos casos sintetizan y liberan
neurotransmisores, como sucede en las células de Schwann del axén gigante
de calamar que sintetiza y libera acetilcolina (Heumann et al, 1981). Se ha
propuesto que células gliales podrian participar en la potenciacion a largo plazo,
ya que sintetizan y liberan dcido araquidénico. Este neuromodulador induce a
largo plazo un incremento de la transmision en el hipocampo (Williams ot al,
1989). Las células gliales exhiben un alto grado de plasticidad en respuesta a
las sefales neuronales; cambios a largo plazo en las propiedades de membrana
de las células gliales podridn mediar cambios a largo plazo en la funcion de la
sinapsis (Barres, 1991). Ya que no se liene una evidencia directa de la

participacidn de la neuroglia en la transmision nerviosa, el estudio de éstas



células es da gran importancia para el entendimiento integral del sistema

nervioso.

2. Glia del Cerehelo

Las tres principales clases de glia en el cerebelo se distribuyen en
diferentes capas: los oligodendrocitos en la materia blanca, los astrocitos en la
capa granular y las células de Bergmann en la capa molecular (Teichberg,
1991).

Las células de Bergmanr: son células astrogliales especializadas, a las
que también se les denomina células epiteliales de Golgi. El soma de eslas
células se encuentra en la capa de células de Purkinje y presentan numerosos
procesos conacidos como fibras de Bergmann, que se extienden radialmente
hacia la piamadre. Estas células tienen importancia en la migracion de las
células granulares en las ultimas etapas del desarollo, cuando ya se ha
formado Ia capa molecular del cerebelo (Rakic, 1971). Tienen como origen al
lingje celular de la glia radial (Choi y Lapham, 1980} y en el desarrollo se
reporta que se originan del techo del IV ventriculo, una de las dos zonas
germinales en el cerebelo (Jacobson, 1991). Recientemente se ha demostrado
mediante tdcnicas de inmunchistoquimica, con marcadores astrogliales
{Vimentina, GFAP y fa proteina S-100) que existen células precursoras de las
células epiteliales de Golgi en la capa granular externa del cerebelo, que es 4

segunda zona germinal en este drgano (Sievers, 1994).



Las células de Bergmann identificadas en cullivo se caracterizan, por su
morfologia fusiforme, por la unidn de un anticuerpo monoconal para la proteina
que une kainato, por la union de un ligando de alta afinidad para el receptor a
glutamato tipo kainato llamado kainil-albimina sérica bovina y un marcador giial
citoplasmico, la vimentina (Ortega et al, 1931).

Las células de Bergmann se ramifican en las sinapsis que establecen las
fibras paralelas y las células de Purlinje (Somogy et al, 19490) y se ha estimado
que una célula de Purkinje puede hacer contacto con alrededor de 14 células de
Bergmann (Fisher et al, 1988). La relacion de las células de Bergmann con las
neuronas de Purkinje ha sido estudiada por Fisher (1993), quien ha sugerido
que es indispensable esta asociacion para la expresion fenotipica normal de la

células de Bergmann.

3. Receptores en las céiulas gllales

En las células gliales se han encontrado in vitra e in vivo, receplores a
neurotransmisores. Se han visto receplores para glulamato y GABA en
astracilos in vitro, con caracleristicas similares a su cantraparie en neuronas,
Los astrocitos en cultivo también expresan receptores para neurotlransmisores
que aclivan sislemas de sefales intracelulares como son: incremento de las
concentraciones intracelulares de diacilglicerol, fosfatos de inositol, calcio,
AMPc y GMPc, compuestos que pueden modular a actividad de canales ionicos

y enzimas (Barres, 1991). En las células de Mdller, glia radial de la retina, se hi



demostrado la estimulacién de la hidrélisis de tosfatidil inositol bifostato (PIP,)
por la activacion de receptores a aminodcidos excitadores (Lopez-Colomé et al,

1993).

4. Receptares a aminodcidos excitadores en las células de Bergmann

Se han localizado in situ, silios de union para kainato en fas células de
Bergmann (Somogy et al,1990), que carresponden a receplores para glutamato
lipo AMPA/ainato funcionales. Estos receptores podrian modular la eliciencia
de las sinapsis glutamatérgicas entre las fibras paralelas y las espinas de las
células de Purkinje, y por tanto tener un papel en los cambios pldslicos de la
transmisién  sindptica (Ortega ef al, 1991). Mediante estudios de unidn
especifica de ésteres de forbol marcadaos, se ha demostrado que la estimulacion
de este receptor se traduce en la activacidn y translocacion de la proteina
cinasa C dependiente de Ca’* y diacilglicerol, del citosol a la membrana (Cid y
Ortega, 1993), lo que implica una ruta de segundos mensajeros. Mediante
técnicas de hibridacion in situ y andlisis de “Noithemn blot" con pruebas de
oligonucledtidos para los RNA mensajeros que codifican las subunidades del
receptor tipo AMPA/kainato, se encontrd que las células de Bergmann expresan
los RNA mensajeros para las subunidades GluRt (GluRRA), GluR3 (GIURC) y
GiuR4 (GIuRD), pero no expresan la subunidad GluR2 (GluRRB) (Burnashev et
al, 1992a; Lopez et al, 1994), lo que implica que ¢l canal del receptor tiene una

gran permeabilidad al Ca®. Se han hecho registros mediante la técnica de
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“patch-clamp” en las células de Bergmann, encontrandose que la relacion
corriente/voltaje del receptor de tipo kainato es sigmoide; también se demoslré
una corriente entrante de Ca® estimulada por kainato y bloqueada por CNQX
asi como por bajas concentraciones de Ca®* extemo, lo que confirma que el
canal del receptor de tipo kainato es permeable al calcio (Mualler et al, 1992).
Receptores tipo NMDA, considerados como exclusivos de las neuronas,
s@ encotraron en células fusiformes de preparaciones de rebanadas de cerebelo
de ratén. La aplicacion de NMDA (1 mM) en estas células generd corrienles
entrantes, respuesla obtenida también con homocisteato y blogqueada por
ketamina pero no por CNQX. Utilizando Fura-2, colorante sensible al Ca®, no
se observé cambio en la concentracion interna de Ca™* después de la aplicacion
de NMDA, cambio que si se observa al aplicar kainato. Los receptores tipo
NMDA dg las células de Bergmann tienen caracleristicas funcionales diferentes
de las que presentan en las neuronas: la relacion corriente voltaje es lineal, y la

respuesta no se modula por glicina ni por Mg®* (Muller ef al, 1993).

C. Receptores en el Sistema Nervioso

La comunicacién en el sistema nervioso se debe al establecimiento de las
sinapsis, contactos especializados entre las nauronas. Las sinapsis pueden ser
de dos tipos: eléctricas y quimicas. En el primer tipo la transmisién nerviosa se
dehe al flujo directo de corriente de la neurona presindptica a la neurona

postsindptica mediante uniones comunicantes (gap junctions). En las sinapsis



quimicas los neurotransmisores se liberan al espacio sindptico, legan a ia
neurona postsindptica e interactian con un receptor en la membrana. Los
receptores son proleinas y se clasifican por su mecanismo de accion, en
ionotrdpicos y metabotrdpicos.

Los receptores ionotropicos son complejos de subunidades proteicas que
al ser activados sufren un cambio conformacional que abre un canal iénico;
estdn compuestos por 5 subunidades que se arreglan de manera pentagonal en
la membrana, Cada subunidad presenta 4 dominios transmembranales, y el
segundo segmento transmembranal conslituye el canal (Nakanishi, 1992). Los
receptores metabotropicos estdn acoplados a las proleinas G, que
desencadenan una via metabdlica con la produccion de segundos mensajeros,
los cuales pueden actuar sobre un canal o bien sobre enzimas denominadas
Cinasas de Proteinas. Estas a su vez pueden foslorilar un canal o actuar sobre
la proteina que regula el canal. Estos receptores consisten de una sola cadena
polipeplidica, que tiene 7 dominios transmembranales (Kandel et al, 1991) (Fig.
3).

1. Receptores a aminodcidos excitadares

Los receptores a aminodcidos excitadores son  los receptores a
neurolransmisores mds abundantes en el sistema nervioso de los ventebrados
(Bames y Henle, 1992). La mayoria de las sinapsis excitadoras en el sistema

nervioso central usan glutamato como neurolransmisor y estos receptores estan
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Figura 3. Receptores ionotrépicos y metabotrdpicos

A) Los receptores ionotrdpicos se activan y abren directamente el canal idnico
que forma parte del receptor (A1). Este tipo de receplor estd compuesto por 5
subunidades que se arreglan de manera pentagonal en la membrana. Cada
subunidad presenta 4 dominios transmembranales, y el segundo segmento
transmembranal constituye el canal (A2).

B) Los receptores metabotrdpicos estan formados por una cadena polipeptidica
que presenta 7 dominios lransmembranales (B2). Al estimular un receplor
melabotropico, se activa una proteina G, aclivdndose una ruta de segundos
mensajeros. La proteina G, eslimula a la adenilato ciclasa, enzima que produce
AMP ciclico (AMPc) a partir de ATP (B1). El AMPc activa a la cinasa de proteina
dependiente de AMPc (Cinasa) que fosforila un canal idnico.

(Tomado de Kandel, 1991 y modificado).
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implicados en la adquisicion de la memoria, el aprendizaje y algunas
enfermedades neurodegenerativas (Nakanishi, 1992).
Los receptores a aminodcidos excitadores se han clasificado con base en

su mecanismo de transduccién en ionotrépicos y metabotropicos.

a) Receptores lonolrépicos

Estos receplores se han divido con base en caracteristicas
farmacoldgicas y electrofisiologicas en receptores tipo NMDA y tipo NO NMDA.
-Receptor NMDA.

Este receptor estd formado por un complejo proteico que forma un canal
catidnico poco selectivo y del que se pueden distinguir farmacolégicamente 5
sitios diferentes del sitio de reconocimiento al neurotransmisor, a través de los
cuales se modifica la actividad del receptor (Barnes y Henley, 1992). Los sitios
en el receptor NMDA, son: sitio de glicina, sitio para antagonistas alestéricos,
sitio de union del Mg” dependiente de voltaje, sitio de unién del Zn*
(Monaghan el al, 1989) y un sitic de unidn para las poliaminas (Williams et al,
1991) Los receptores de NMDA se localizan preferentemente en la corteza, los
ganglios basales y las drea asociadas con los sistemas sensoriales,
presentando las concentraciones mds altas en el drea CA1 del hipocampo
{Monaghan y Cotman, 1985). EI receptor tiene un peso molecular de 200 KD
(Tomado de Somchano y Lépez-Colomé, 1990). Por el andlisis de unién de

ligandos al receptor NMDA se ha concluido que hay 2 distintos sitios de unidn (o
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estados) en el sitio de reconocimiento del neurotransmisor, uno que une
preferentemente  agonistas y otro que une preferentemente  antagonistas
(Monaghan et al, 1989).

Johnson y Asher (1987) descubrieron que la glicina incrementa
notablemente fa accion de los agonistas de NMDA, aunqgue no activa por si
misma al receptor; esta estimulacion no se inhibe por estricnina, bloqueador del
receplor inhibidor de glicina. Se ha demoslrado que la estimulacion provocada
por la glicina se debe tanlo al aumento en la frecuencia de apertura del canal
del receptor como a una disminucion en el tiempo de inactivacion del mismo
{Monaghan et al, 1989).

El sitio para antagonistas alostericos, te localiza en el lumen del canal
del receptor: se ha visto que [a unién de compuestos que se unen a este sitio
corno fa fenilciclidina y el maleato de dizocilpina (MK-801) se incrementa por la
presencia de Giutamalo y glicina (MacDonald y Nowak, 1990), por lo que se
consideran como bloqueadores de canal abierto.

El Zn” y ol Mg® bloquean fas corientes producidas por NMDA, al
interactuar con sitios dilerentes del receptor. £l Mg™ se une a un sitio en el
interior def canal y produce un bloqueo dependiente del voltaje, mientras que el
bloqueo por Zn* no es dependiente del voltaje y se ha sugerido que existen 2
sitios da unidn para este ién en el exterior del canal (Williams et al, 1991).

Las poliaminas espermina y espermidina potencian la unidn de los

antagonistas no competitivos tales como el MK.801 y fa TCP (Ransom y Stec,



1988) y afectan la union de ligandos en los silios de reconocimiento del
neurotransmisor y de la glicina (Williams et al, 1991).

El canal idnico que forma el receptor es altamente permeable al Ca™, asi
como al Na* y al K', esto tiene una importante implicacién, ya que 1os niveles
intracelulares de Ca™ se alteran al activarse el receptor. Esle incremento en
Ca®" inicia procesos bioquimicos que probablemente se relacionen tanto con la
plasticidad neuronal como con 12 muena celular (Monaghan et al, 1989).

Mediante técnicas de biologia molecular se han clonado y expresado en
ovocitos de Xenopus, los receptores de tipo NMDA. Se ha encontrado una
familia de estos receptores. La subunidad NMDAR1 posee las propiedades
caracteristicas del receptor NMDA como la permeabilidad al calcio, el bloqueo
por Mg® dependiente del voltaje y el sitic para glicina, asi como ¢l perfil
farmacologico que se presenta en las neuronas. Esta subunidad puede formar
una estructura homoligomérica que produce un complejo canal-receptor
funcional. Existe otra subunidad, la NMDAR2 de la que existen 4 cadenas
codificadas por genes diferentes, en las que no se observa una apreciable
respuesla electrofisioldgica a los agonistas del receptor. Por lo anterior se
piensa que el receptor nativo es heteromérico y que la subunidad NMDARY es
fundamental para la actividad del canal, mientras que los diferentes mieinbros

de las subunidades NMDAR2 modulan esta actividad (Nakanishi, 1992).
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-Receptores NO NMDA

En este grupo se encuentran varios tipos de receptores que tienen en
comun un agonista que es el glutamato, los antagonistas compeltitivos G-ciano-
7-nitroquinoxalin-2,3-diona (CNQX) y 6,7 dinitroquinoxalin-2,3-diona (DNQX), y
su aclivacion no depende del vollaje {(Tomado de Somohano y Lopez-Colomé,
1990; Bettler y Mulle, 1995). Los receptores NO NMDA estan formados por
subunidades de aproximadamente 900 residuos de aminodcidos y un peso
molecular aparente de cerca de 100 kDa. El patron de hidiofobicidad sugiere 4
dominios transmembranales. Eslos receptores se han divido en receptores tipo
AMPA y receptores tipo Kainato y se han encontrado 4 genes que codifican las
subunidades del primero y 5 que codifican las subunidades del segundo (Bettler
y Mulle, 1995). Estas subunidades se han denominado para el receptor tipo
AMPA: GIuR1,GIuR2, GIuR3 y GluRd4, y para el receptor Kainato: GIuRS5, GluR6,
GluR7, KA-1 y KA-2 (Fig. 4). Los receptores que incorporan las subunidades
GluR1/-2/-3/-4 presentan propiedades como las de los receptores nalivos para
AMPA. Las subunidades GIuR5/-6/-7 y las subunidades KA-1 y KA-2 se
ensamblan para formar receptores que presentan caracteristicas de los
receplores a kainato. Mediante estudios de unidon especifica en células
transfectadas se ha comprobado que las subunidades del receptor a kainato no
tienen afinidad por el |3H]-AMPA mientras que las subunidades del receplor
AMPA no unen significativamente [3H]-kainalo (Werner ol al, 1991; Bettler et al,

1992). Con esta misma técnica se demostrd que mientras que las subunidades
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Figura 4. Relaciones estructurales de las subunidades de los tipns de
receptores a glutamato clonadas. Las secuencias de las protelnas fueron
comparadas en los dominios transmembranales. Cada subunidad presentada se
codifica por un gen diferente. En las familias génicas (numeradas) se agrupan

las subunidades que estan estrechamente relacionadas (Tomado de Dingledine
y McBain, 1994).
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GIURS/-6/-7 unen kainato con baja afinidad, las KA-1/-2 o hacen con alta
afinidad; estas ultimas se han descrito en neuronas, Las subunidades del
receptor AMPA pueden ensamblarse tanto en configuraciones homoméricas
como heteroméricas, con propiedades funcionales distintas. Lo anterior se ha
corroborado en ¢l caso de la subunidad GIluR2, que confiere al receptor
heteromérico la caracteristica de baja permeabilidad al Ca®* (Hollmann et al,
1931), mientras que receptores homom éricos y heteromeéricos ensamblados de
las subunidades GluR1/-3/-4 son significativamente permeables a Ca® Esta
propiedad Unica de la subunidad se debe al cambio de un aminodcido del
segundo segmento transmembranal, por un mecanismo de edicién que convierte
el codon CAG (glutamina) presente en los transcritos de GluR1-4, en el codon
CGG (arginina) que se encuentra en los RNA mensajeros maduros de la
subunidad GluR2 (Burnashev et al, 1992b). Receptores sin la subunidad GluRR2
se han enconlrado en pequeias poblaciones celulares: neuronas del
hipocampo, células bipolares y glia de Muller de la retina y las células de
Bergmann del cerebelo (Nakanishi, 1992).

l.as subunidades del receptor kainato GluRS y GIuR6 pueden formar
receptores homoméricos asi como receplores heleroméricos en combinacion
con las subunidades KA-1 o KA-2 (Bettler y Mulie, 1995).

Protelnas que unen kainato (KBP- kainate-binding protein) con
secuencias homdlogas a las subunidades idenlificadas en mamiferos se han

clonado en polio y rana. En comparacion con las subunidades dei receptor a



glutamato, ostas proteinas parecen estar truncadas por aproximadamente 250
residuos de aminodcidos en el extrema amino terminal. La KBF une ["Hj-kainato
con alta afinidad, y esta unién se inhibe por agonistas glutamatérgicos (Wada ot
al, 1989; Gregor et al, 1989).

Los receptores AMPA tienen un perfil farmacoldgico para los agonistas
diferente del que se observa en los de kainato. Para los receptores kainato
estudiados por union de radioligandos el orden en polencia de los agonistas es
kainato>glutamato>AMPA mieniras que para los receplores AMPA es AMPA:
glutamato>kainato (Dingledine y McBain, 1994). Los receptores tipo AMPA
(antes denominados quiscualalo) se lacalizan en el drea CA1 del hipocampo,
corleza cerebral, ganglios basales y dreas sensoriales en el sistema nervioso
central. Los receplores tipo kainato se localizan en el hipoldlamo, capas
conlicales profundas, ntcleo reticular del tdlamo, cuerpos mamilares, nicleo del

puente y fibras Mossy del hipocampo (Somohano y Lopez-Colome, 1990).

b) Receplores Metabotrdpicos.

Estos receptores como ya se menciond, son proteinas estructurales con 7
regiones transmembranales, estan acoplados a una proteina G, y tienen un
dominio extracelular fargo.

Se han clonado 8 receptores metabotrdpicos para glutamato y se han
denominado mGluR1- mGIuR8 (Pin y Duvoisin, 1995). Estudios en rebanadas

de cerebro, en cultivos de neuronas y cultivos de glia, sugieren que los mGluRs
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estan acoplados a sistemas de segundos mensajeros como son la activacion de
hidrélisis de fosloinositidos, activacion de la fosfolipasa D, incremento o
disminucion en la formacidén de AMP ciclico, y modulacion de canales idnicos
(Shoepp y Conn, 1993).

La relacion de los mGIuR con vias de segundos mensajeros se muestra
en la tabla siguiente:

Clona Longitud Via Efectora

(aminodcidos)

mGluR 1o 1199 Hidrolisis de fosfcinositidos
Aumento en la produccién de AMP  ciclico

Aumento de dcido araguidonico

mGIuR 1B 906 Hidrdlisis de fosfoinositidos.

mGIuR2 872 Disminucion en la produccion de AMP ciclico
mGluR3 879 Disminucion en la produccidn de AMP ciclico
mGluR4 912 Disminucion en la produccion de AMP ciclico
mGHuRS 17 Hidrolisis de fosloinositidos.

mgluRé 871 Disminucion en la produccion de AMP ciclico
mGluR7 915 Disminucion en la produccion de AMP ciclico
mGIuR8 881 Disminucion en fa pruduccién de AMP ciclico

(Segun Schoepp y Conn, 1993; Nakajima et al, 1993; Ckamoto et al, 1994;

Duvoisin et al, 1995)



Por sus caracteristicas, los diferentes mGluRs clonados se han
dividido en 3 grupos. El primero contiene a los mGluR1 y mGIuRS cuyo agonista
mas potente es el quiscualato. EI segundo contiene a los mGIuR2 y mGIuR3,
siendo la L-CCG su mas potente agonista. Y el tercer grupo abarca al resto de
los mGIR (4,6,7 y 8) en fos que el L.-AP4 es el agonista principal. Los grupos |
y It son sensibles a t-ACPD, no asi et grupo Hi. Otros compuestos que afectan a
los mGIuRs son los detivados de fenilglicina como son: la MCPG (antagonista
del efecto de I-ACPD), la (S)3HPG (agonista de los mGluRs acoplados a la via
de IPs); la (S)4C3HPG, la (S)3C4AHPG y la (S)4CPG son antagonistas para el
mGtuR1, pero son agonistas para el mGIuR2 (Pin y Duvoisin, 1995).

La distribucién de los receptores metabotrdpicos para glutamato en el
cerebio aes diferencial. Mediante localizacion i situ se ha encontrado que el
mensajero para mGIluR1 estd concentrado en el giro dentado y dreas CA2-CA4
del hipocampo de rala, mientras que el RNA mensajero para mGIUR5 esta
especificamente localizado en las células piramidales de las dreas CA1-CA7 del
hipocampo y células granulares del giro dentado (Schoepp y Conn, 1993).

Como ya se menciond, los receptores metabotropicos estén acoplados a
vias de segundos mensajeros. Una de éstas vias es la produccion de IP;: al
interactuar los neurotransmisores con su receplor la proteina G a la que estdn
acoplada activa a la fosfolipasa C, que hidroliza al fosfatidil 4,5-bifosfato (PIP,)
en diacilglicero! (DAG) e inositol 1,4,5-rifosfato (IP,). El DAG acliva a la

proteina cinasa C (PKC), que se transloca del citosol a la membrana y fosforila



a proteinas especiticas. Bl 1Pq interactua con receptores especificos en la
membrana del reticulo endopldsmico de donde el Ca™ es liberado al citosal,

aumentando asi las concentracionss intracelulates de Ca®™ (Agranoft y Fisher,

1994) (Fig. 5).
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{I. PLANTEAMIENTO DEL PROBIL.EMA Y OBJETIVO

Los receptores para neurotrasmisores no son exclusivos de las neuronas,
se ha visto que las células gliales presentan receptores para glutamato y GABA,
entre otros {Barres, 1991). Esto implica que [a glia tiene la capacidad de
responder a los estimulos externos, aungue de manera dilerente  a como lo
hacen las neuronas.

Las células de Bergmann (glia radial del cerebelo), presentan una
disposicién paricular en la arquitectura del cerebelo, atravesando la capa
molecular de la corleza cerebelar. Los procesos de estas células envuelven a la
sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje (Somaogy et al, 1990)
por lo que se ha sugerido una paricipacion de fa glia de Bergmann en la
dindmica de esta via de comunicacion (Teichberg, 1991).

Se han identificado receptores ionotrépicos a aminoécidos excitadores en
las células de Bergmann (Miller y Kettenmann, 1995). Aunque se ha
demostrado la presencia de receptores metabotrdpicos en astrocitos (Barres,
1991), en la glia radial del cerebelo no se han localizado.

La hidrélisis de fosfoinositidos estd asociada a los receptores
metabotrdpicos a glutamato mGIuR1 y mGIuR5 (Schoepp y Conn, 1993}, sin
embargo, en las células de Muller, glia radial de la retina, se sugiere que fos
receptores ionotropicos son los responsables de la sintesis de {oslatos de

inositol (Lopez-Colomé et al, 1993).
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E! objetivo de este trabajo es demostrar la presencia de receplores
melabotrdpicos a glulamato acoplados a fa hidrdlisis de fosfoinositidos en las
células de Bergmann y caraclerizarlos farmacologicamente. Estos dalos
permitirdn establecer una comparacién con los receplores a aminodcidos
excitadores en neuronas, y lralar de esclarecer la funcion de la glia radial en el

proceso de la neurotransmisién.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Cultivo de las células de Bergmann

Las células de Bergmann se cultivaron segun ¢l método descrito por
Ortega y col. (1931). Se obtuvieron los cerebelos de embriones de pollo de 15
dias, se cortaron en pequeiios trozos y se incubaron en media Puck (NaCl 8 g/,
KCI 0.40 g/l, CaCl, 0.012 gfl, MgSQ, 0.154 g/l, Na,HPO, 0.39 g/l, KiH,PO,
0.15g/l, Glucosa 1.10 g/, NaHCO, 0.35 g/l y Rojo de fenol 0.005 g/l) con tripsina
0.125% y DNasa a 0.1%, para disociar el tejido. Ef medio de Puck se retiré por
decantacidn y se sustituyd por medio Eagle, madilicacion de Dulbecco, con 10%
de siiero bovino fetal, glutamina 2mM y 0.2% de anlibidticos (50,000 U de
penicilina, 50 mg de streptomicing, 5000 U de nistatina/ml de solucion stock) y
DNasa 0.1%. En este medio se triturd el tejido por aspiracién con una pipeta
Pasteur y se pasd por una malla del no. 21. La masa celular triturada se dejo
sedimentar por 10 minutos, se lomd el sobrenadante y se descarto el sedimento.
El sobrenadante se centifugd a 3000 rpm por 10 minutos. El botdn que se
obluvo se resuspendié en el medio Fagle, modilicacion de Dulbecco' (sin
DNasa). Se cuantificod el ndmero de células con un contador Coulter Modelo
ZB1 (Coulter Electionics, Inc.), y se comprobd su viabilidad por el método de
exclusidn con azul de Tripano (Adams, 1988). La suspension celular se diluyé a

un millon de células/ml. Las células se sembraron en placas de 6 pozos con

P ver apendice.
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36mim de didmetro y se incubaron a 37°C y 5% de CO; (Figura 6). Durante 7
DIV (dias in vitro).

l.as células de los cultivos fueron identificadas como células de
Bargmann, ya que los cultivos fueron inmunopositivos para el anticuerpo
monaclonal de la proteina que une kainato (KBP), para el anticuerpo de la
vimentina y para el ligando de alta afinidad kainil-albdmina sérica bovina para el

raceptor a glutamato tipo kainato (Como se reporta en Ortega ef 4/, 1991).

B. Mediclén de los fosfatos de Inositol-H’.

Cultivos primarios confluenles de células de Bergmann con 7 DIV, se
incubaron en presencia de 2uCi de mio-inasitol-{*H| (precursor del fostatidil
inositol 4,5- bifostato) por 16-24 horas, a 37°C. Al final de la incubacion se
elimind el medio y los cultivos se lavaron 3 veces con 1.5 ml de Ringer Krebs
Bicatbonato (RKB) que contenia NaCl 118 mM, KH,PO4 1.2 mM, KCI 4.7 mM,
CaCl; 2.5 mM, NaHCO4 25 mM, glucosa 5.6 mMy LiCl 10 mM. Posleriormente,
cada cultivo se incubd con 1.5 mi del RKB 10 mM durante 10 minutos, para
inhibir con el Li* a ta monolosfatasa, que convierte at 1P, en inositol. Despuds de
ese tiempo se aiadieron los antagonistas y agonistas. En el caso de los
antagonistas, 10 minulos antes que los agonistas para bloguear su efecto. £l
liempo de eslimulacion fué 30 minutos. Al finalizar el periodo de incubacidn con
los antagonistas y/o agonistas, el medio se elimind por aspiracion. Se afadis un

mililitro de Cloroformo/Metanol (1:2) a cada pozo para parar la reaccidn, y
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después de 20 minutos, las células se levantaron por friccion con un agitador de
vidrio y se colectd la suspension. Los pozos se lavaron con 0.75 ml de agua y
0.5 mi de cloroformo sucesivamente, y se juntaron los extractos. La mezcla se
agito y centrifugo a 1000 g por 10 minutos. Se colectd 1 mi de 1a lase superior
acuosa, se diluy6 con 2 ml de agua, y se aplicé a columnas con 0.5 g de resina
Dowex AG1-X8 (forma formiate). La columna sk lavé sucesivamente con 10 mi
de myo-inositol 5 mM, con 10 mi de una solucién de formiato de sodio 60 mM y
tetraborato de sodio 5 mM, y finalmente con 2 ml de tormiato de amonio 1 My
acido férmico 0.1 M, para eluir los foslatos de inositol (IPy, 1P, (P?4) (Berridge et
al, 1983). A los eluados se les anadid 10 ml de Tritosol y la radiactividad se
cuantificé en uri contador de centelleo liquido (FFricke, 1975).

De cada experimento se determind la cantidad de proteina de 2
multipozos, por el método de Lowry et af (1951).

C. Reactivos.

El mio-inositol {*H} (Aclividad Especificas 20-23.45 Cifmmof) fué de
DuPont NEN Research Products, los agonistas y antagonistas de los receptores
a aminodcidos excitadores empleados fueron de Trocris-Cookson, excepto
glutamato, kainato y nitedipina que fueron de Sigma y ¢l MK-801 obtenido de
Research Biochemicals Inteinational. Ef suero bovino fetal, los antibidticos, fa
Dnasa, el myo-inositol, el formiato de sodio, el tetraborato de sodio, el acido
formico, el fomiiatlo de amonio se obluvieron de Sigma. Fl medio Fagle

maodificacion de Dulbacco se obtuvo de Gibco BRL Life Technologies.
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Figura 6. La fotografia muestra a un cultivo representativo de células de
Bergmann, con 4 dias in vitro (DIV); a esta edad se pueden ver los limites
celulares. Los cultivos se incubaron en medio Eagle, modificacion de Dulbecco,

a 37°C con 5% de CO,. Aumento 20X,



V. RESULTADOS

A. Acumulacién de IPs-H producida por agonistas de receptores a
glutamato

Se presenta el efecto de los agonistas de los diferentes subtipos de
receptores a glutamato, sobre la hidrdlisis de tosloinositidos en la glia radial del
cerebelo (glia de Bergmann), en cultivos primarios confluantes de 7 DIV. Las
células se estimularon con agonistas a dos concentraciones, 1 mM y 200 uM,
por 30 minutos a 37°C. El orden de eficiencia obtenido a una concentracion de
1 mM fué: L-glu (B1%)>L-asp (80%)>QA (66%)>NMDA (48%)>KA (43%)>t-ACPD
(32%}) (Grafica 1). El perfil de eficiencia a 200 pM fué el mismo L-glu (63%)>QA
{H3%)>NMDA (47%)> KA (32%)>t-ACPD {21%); el porcentaje de estimufacion
sobre el nivel basal fué ligeramente menor que a 1 mM (Grahica 2). El L-asp sdlo
se probo a una concentracion de 1 mM, debido a que es un agonista general de
los receptores a AEE. [l agonista general del receptor metabotrdpico, 1-ACPD,
fué el menos eliciente. EI NMDA, agonista de uno de los tipos de receptores
ionotropicos, tuvo la misma eficiencia a ambas concentraciones.

Para determinar la potencia de los agonistas en la produccion de (IPs k)
se hicieron curvas dosis-respuesta, a partir de las cuales se calculd ¢l orden de
potencia; NMDA (ECs=3.1 uM)>L-glu (ECin=14.8 tM)>KA (ECs=52.3 jtM)=>QA
(EC5=83.7 nM y EC,=69.2 nM}>t-ACPD (ECs=160 pM). El tiempo de

estimulacion fué de 30 minutos a 37°C (Graficas 3-7).
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Grdfica 1. Efacto de agonistas (1mM), sobre fa produccion de fosfatos

de inositol en cultivos primarios de células de Bergmann. El orden de eficiencia
L.-glulamato (L-glu, n=12)=L-asp (n=2)>QA (n=5)>NMDA (n=10)>

KA {n=6)>1-ACPD (n=7). El tiempo de estimulacion fué de 30 minutos.

Cada experimento fué realizado por triplicado. Los resultados se exprasan
coma la media 3 ES.
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Grdéfica 2. Efecto de agonistas (200pM) sobre la produccion de fosfatos de
inositol en cullivos primalios de células de Bergmann. El orden de eficioncia
fud L-glu (n=10)>QA(r=3)>NMDA (n=21)>KA (n=3)<t ACPD (n=5).

Cada experimento se realizd por lriplicado. El tiempo de estimutacion fué de
30 minutos. Los resultados son Ia media ¢ £S.



Para ver el tiempo en que se empiezan a producir los fosfatos de inosital,
asi como, el tiempo en que se tiene una estimulacion maxima se hizo una curva
de tiempo. La produccion de fosfatos de inosito! en células de Bergmann se
observd desde t minuto de incubacién con NMDA 200 pM, con 18 % de
estimulacion sobre el nivel basal, alcanzando un mdximo a los 20 minutos con

49% de estimulacion (Grafica 8).

B. Efecto de antagonistas de fos receplores a glutamato en ia hidrélisis de
fosfoinositidos

Para determinar las caracteristicas farmacolégicas del receptor implicado
en la produccién de fosfatos de inositol (IPs-t4") en cultivos de células de
Bergmann, se estudia el efecto de antagonistas sobre la estimulacién producida
por NMDA (200 M) y L-glitamato (200 puM).

El CPP (200 M), antagonista del sitio del neurotransmisor del receptor
de tipo NMDA bloqued tolalmente el efecto del NMDA (Grdfica 10); la
estimulacion provocada por L-glutamato sdlo se afectd parcialmente,
dismunuyendo 54% (Grafica 11). Al investigar el efecto de otro antagonista del
misma tipo, se encontré que a una dosis de 200 UM el AP5 inhibia totalmente la
estimulacién provocada por NMDA (200 uM), mientras que no tuvo electo sobre

la estimulacién por L-glutamato (Graficas 10 yt1).
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Gralica 4. Curva dosis-raspuasta da NMDA. L.os cultivos se incubaron
por 30 minutos en presencia del agonista. Cada punto as el promedio
de por lo manos 3 experimentos realizados por triplicado ¢ DS.
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Grafica 7. Curva dosis-respuesta de KA. Los cullivos se incubaron
30 min. en ptesencia del agonista. Cada punlo es el promedio de
porio menos 3 experimenlos ¢ ES.
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Et MK-801 es un bloqueador de canal abierto del receptor NMDA y en las
celulas de Bergmann inhibid tolaimente tanto la estimulacion con NMDA come la
eslimulacion por L-glutamato (Graficas 10y 11).

Como ya se menciond, se han identilicado receplores tipo AMPA/Kainato
funcionales que permiten fa entrada de calcio y se bloquean por antagonistas
del lipo de las quinoxalinas. Para ver si fa hidrdlisis de fosfoinositidos estaba
relacionada con esle receptor, se probo la DNQX (50 uM) que bloqued en un
47% el efecto de NMDA (200 uM), y un efecto poco significativo sobre et L-
glulamato (200 pM) (Graficas 10 y 11). El AP3 (200 pM) antagonista no
competitivo (Tomado de Lopez-Colomé et al, 1993) o agonista parcial (Schoepp,
1993) en los receptores metabotrdpicos de glutamato, no fuvo efecto sobre la
eslimuacién provocada por L-glutamato (200 uM) (Grafica 11).

Recientements se han sintetizado agonistas y antagonistas del receptor
metabotrépico de glutamato (Watkins y Collingridge, 1994). Con el fin de ver si
el receplor relacionado con la activacion de fa fosfolipasa C, era sensible a
estos compuestos, se investigo si la MCPG considerada como antagonista,
afectaba la hidrdlisis del fostatidit inositol 4,5-bifosfato. Los resultados muestran,
que ta MCPG (250 uM) no inhibid el efecto de los agonistas L-glu (200 M) y
NMDA (200 uM) en las células de Bergmann; por el contrario se observa un

incremento en la estimulacién provacada por los agonistas (Graficas 10y 11).

45



Tabla 1. Eficiencia y potencia de los agonistas para AAE para inducir la sintesis

de IPs
Agonista EC50 (uM) Estimulacién méaxima
(% de estimulacion)
NMDA 31 48 14.4
L-glu 14.8 8145
- . - -
KA 52.3 32 16
QA 53.7 66 18
0.0692 235
t-ACPD 160 32423

Los resultados de la eficiencia estdn en porcentaje de estimulacién sobre el
nivel basal, y son la media +ES. El nimero de experimentos realizados fué:
NMDA (N-metil-D-aspartato), n=10; L-glu (L-glutamato), n=12; KA (kainato), n=6;
QA (quiscualato), n=5 y -ACPD (1-aminaciclopentano-1,3-dicarboxilato), n=7.
Cada experimento se hizo por triplicado. La curva de concentracién de los
agonistas, abarcé un intervalo de 1 x 107 -1x10® M. Los resultados son el
promedio de por lo menos 3 experimentos realizados por triplicado.
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el promedio de dos experimentos realizados por triplicado. Los
resultados se expresan como la media + ES.



C. Efecto del calclo

l.a regulacion de la concentracion de calcio en el citoplasma es de gran
relevancia, ya que se sabe hay proteinas que dependen para su activacion de
concentraciones precisas de este ién. De hecho la fosfolipasa C, la enzima
responsable de la hidrdlisis del foslatidilinositol 4,5-bilostato para producir IP; y
DAG, se activa por el incremento en la concentracion de este cation. Con el
propdsito de ver si el calcio esta relacionado con la produccién de losfatos de
inositol en las células de Bergmann, se estimuld con NMDA 200 M en ausencia
de calcio externo, agregando el guelante EDTA (1 mM), asi como MgSO,
(1.17 mM) para evitar el dafio celular producido por la remacion de Ca®* Se
observo que en estas condiciones el NMDA no estimuld la hidrélisis de PIP;
(Grafica 9), en contraste con la estimulacion de 47% inducida por este agonista

en presencia de Ca® (Gralica 2).

D. Blogueadores de canales de Calcio

Puesto que la hidrdlisis de PIP, inducida por NMDA, depende de Ca®*
externo (Grafica 9) se trato de establecer el tipo de canal de Ca® relacionado
con el fenédmeno. Con este fin se estudio el efecto de bloqueadores especificos
tanto de canales de calcio de la membrana como de aquellos que controlan

pozas intracelulares.
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Gralica 9. Efaclo do inhibidores de canales do Ca® Los bloqusadores
de calcio se afadieron 10 min anlgs que et NMDA (200iM). Las dosis
orplaadas tuston: Dantraleno, 30uM (n=2); Tapsigargina, 10uM (n=2),
Nitedipina (NFD), 10uM (n=2) y Verapamil (VPM), 104M (n=4). Eltnedio
sin Ca®* contenla Mg?* (1.17mM), EDTA (1mM). Cada experimento so
roalizd por triplicado y el tiompo de estimulacion tué de 30 min. L.os dalos
saon la media +ES.
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Gratica 10. Farmacologia de la estimulacion por NMDA (200uM, n=21}. EI AP5
(200pM, n=2}, el CPP (200uM, n=5) y el MK-801 (5}1M, n=4) bloquean la respuesta
inducida por NMDA. La DNQX (50tM, n=5) bloguea parcialmenle y la MCPG (250uM,
n=4) aumenta el efacto de NMDA Los antagonistas sa anadieron 10 min. antes que el
agonista. £l tiempo de Estimulacion fué de 30 min, Cada experimento se realizé por
triplicado. Los datos son la media ¢ ES.
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Grdfica 11. Electo do antagonistas sobiae la estimulacion por L-glu (200pM).
Los antagonistas se afiadieron 10 minutos antes que el agonista. Las

dosls fueron las siguientas: APS, 200uM (n=4); CPP, 200uM (n=5); MK-801.
5uM (n=5); AP3, 200uM (n=2); DNQX, 50uM (n=5)y MCPG, 250 pM (n=3).
Cada axperimento se realizé por triplicado y oltismpo do estimulacion

{ud de 30 min. Los datos sonia media 4ES.
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La estimulacion por NMDA 200 uM no se alectd por Nifedipina (10 pM),
bloqueador de los canales de calcio tipo L., ni tampoco por Verapamil (10 jiM)
que es un bloqueador de los canales de calcio tipo T.

Por lo que respecta a bloqueadores de canales de calcio de pozas
intracelulares, se investigd el efecto del Dantroleno. Este compuesto inhibe
especificamente la liberacidén de calcio inducida por calcio sin afectar la
liberacion de calcio mediada por P35, por otra parle, inhibe la interaccion de la
ryanadina pero no la de |73 con los sitios de unidn en membranas intracelulares.
£n las células de Bergmann, no alectd la sintesis de f{osfatos de inositol
producida por NMDA.

La Tapsigargina bloquea las ATPasas de calcio, produciendo la salida
de calcio de pozas intracelulares sensibles a IP3, ademads de inhibir la recaptura
de calcio por el reticulo. La Tapsigargina (10 M) agregada a cultivos primarios
de células de Bergmann, 10 minutos antes que NMDA (200 jiM) aumenté en 2.8
veces la estimulacidn provocada por el agonista en presencia de calcio, y
produjo una estimulacion de 25% sobre el nivel basal de IPs en ausencia de

calcio (Grafica 9).



V. DISCUSION

En la glia de Bergmann se ha encontrado receplores para aminodcidos,
da dos ti,os: receptores a glutamato tanto del tipo AMPAKkainato como de
NMDA, y receptores a GABA (Miller y Kettenmann, 1995). £n este trabajo
enconlramos que el glutamato y otros agonistas de los aminodcidos exciladores
estimulan 1a hidrélisis de PIP, en estas células. El pedil farmacoldgico de esta
estimulacién sugiere la participacién tanto de receplores ionotrépicos de tipc
NMDA, como de receptores metabotrépicos, con caracteristicas diferentes de
las descritas en neuronas, asi como en las células de Miiller, otro tipo de glia
radial de origen astrocitico (Maller y Kettenmann, 1985; Lopez-Colomé et al,
1993).

a) Receplores lonotrépicos.

Encontramos que en las células de Bergmann el agonista mas eficiente
es el L-Glu (Grafica 1), debido probablemente a sy interaccion con todos los
subtipos de receptores, dado que se trata de un agonista general. Sin embargo,
el NMDA es el agonista mds potente, y el -ACPD, aunque eslimula
significativamente es el menos potente (Grafica 3), seguido por el KA {Gralica 7)
y el QA (Gualica 8). En concordancia con la presencia de receptores de tipo
NMDA, ¢l AP5 y el CPP, antagonistas del sitio del NMDA, asi como el
bloqueador del canal del receptor MK-801, inhibieron la estimulacion inducida

por el NMDA.
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L.a estimulacién por L-glu, sin embargo, no se inhibe en presencia de APS
como seria de esperarse, sino unicamente en forma parcial (54%) por CPP y
totalmente por el MK-801. Una posible explicacién para este resultado seria que
el L-glu al activar los receptores metabotrdpicos, simultdneamente a los NMDA,
pudiera modular a eslos Gltimos aumentando la afinidad del sitio del agonista, o
bien disminuyendo la afinidad del sitio del anlagonista. La activacién de los
receptores metabotrdpicos daria como resullado la formacion de Py y DAG
(Schoepp y Conn, 1993); este tltimo activa a la proteina cinasa C (PKC) de
manera sinérgica con el calcio, el que podria entrar a través del canal de los
receptores NMDA al ser estimulados por glutamato. Esta enzima a su vez podria
calalizar la fosforilacion de las subunidades del receptor NMDA ¢ incrementar
su funcién (Schoepp y Conn, 1933). La activacion del canal del receplor tipo
NMDA por foslorilacion, se ha demostrado en experimentos en que la activacion
de la proteina cinasa C por ésteres de forbol, resuita en una potenciacion de la
despolarizacién provocada por NMDA en la médula espinal de rata (Gerberg et
al, 1989). La activacién fisiolégica de la PKC por agonistas del receptor p-
opiocide (Chen et al, 1991) o por la activacion del receptor metabotrépico a
glutamato (Kelso et al, 1992) produce efeclos similares a los oblenidos con
ésteres de forhol. Aunque la evidencia citada sugiere fa potenciacién de la
actividad del receptor NMDA por la PKC, el mecanismo preciso por el que t

cinasa allera al receptor NMDA no se conoce (McBain y Mayer, 1994).
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Por otra parte, también se ha demostrado que la activacién de mGluRis
con t-ACPD en neuronas del estriado, atenua tanto la amplitud como la duracion
de las respuestas excitadoras inducidas por NMDA (Colwell y Levine, 1994).
Asimismo, se ha demostrado que los receptores ionotrdpicos AMPA/KA se
modulan por fosforilacion, y la forma losforilada tiene menor capacidad de
interaccién con el antagonista CNQX (Lanius et af, 1993).

b) Receplores metabotropices.

La estimulacion de la hidrdlisis de IPs por t-ACPD, permile proponer que
ademds de los receptores de tipo NMDA, las células gliales de Bergmann tienen
receplores metabotropicos ya sea de tipo mGluR1 o bien mGluRS, ya que
ambos tipos se relacionan con la hidrdlisis de IPs. El perfil farmacolégico de los
agonislas apoya esta hipdtesis, ya que el QA (Grafica 6) es mds potente que el
-ACPD (Grdfica 3). En cuanto a los antagonistas, el AP3 no bloqued la
estimulacién por L-gly, sin embargo, el mecanismo de accidn de este compuesto
no se conoce, y su efecte varia desde antagonista no-competitivo hasta
agonista o antagonista parciales, dependiendo de la preparacién (Schoepp y
Conn, 1993). Por otra parle, este compuesto tampoco inhibe a los mGluRs
acoplados a P en otro tipo de glia radial, las células de Miller de la retina
(L6pez-Colomé et al, 1993).

El desarrollo de antagonistas y agonistas especificos de los tipos de
receptores permite discriminarlos espacial, temporal y funcionalmente, lo que es

de gran importancia para ¢l conacimiento del funcionamiento da las diferentes
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dreas del sistema nervioso. Recientemente so han sintetizado antagonistas y
agonistas mds especilicos de los receptores metabotropicos de glutamato,
derivados de la fenilglicina. La (RS)-o-metil-4-carboxifenilglicina (MCPG), se ha
caracterizado como un antagonista del mGluR1 (Watkins y Collingridge, 1994)
tanto en células de ovaric de Hamster chino (CHO) transfectadas con el
mGluR1«, por analisis de la movilizacion de calcio intracelular debida a la
aplicacion de 1S,3R-ACPD, como en rebanadas de hipocampo de rata donde la
MCPG revierte la inhibicién producida por el 15,3R-ACPD (Bashir et al, 1993).
También es un antagonista selectivo y competitivo de los mGluRs respecto a la
estimulacion de hidrdlisis de f{osfoinositidos por t+-ACPD y la respuesta
electrolisiolégica despolarizante inducida, por -ACPD en neuronas taldmicas de
cerabro de rata y motononeuronas de la médula aspinal (Eaton et 4/, 1993). Los
receptores metabotrdpicos representan una familia de receptores acloplados a
proteinas G. Se han aislado 8 clonas de receptores metabotrépicos para
glutamato (mGluRs) que se han agrupado con base en la sensibilidad que
presentan por algunos agonistas. Asi se distinguen 3 grupos: en ¢l grupo | se
localizan los mGIluR1 y mGluR5, de los que el agonista mas potente es el
quiscualalo; el grupo | comprende a los mGIuR2 y 3, siendo la 2s,1's,2's-2-(2-
carboxicictopropil) glicina (L-CCG) el agonista mds potente para este grupo. Los
receplores de los grupos | y It son sensibles a {-ACPD. &l grupo Il esta
representado por los mGluR4, mGIURG, mGIuR7 y mGIuRB, y su agonista mds

potente es el L-2-amino-4-fosfonobutanoato (L-AP4) (Pin y Duvoisin, 1995). La
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sintasis de nuevos compuestos nos ayuda a una mejor discriminacion de estos
receptores, pero, en relacion con los derivados de la fenilglicina Thoreson y
colaboradores (1995) han demostrado recientemente que el efecto de estos
compuestos no es el mismo en diferentes regiones y tipos celulares. Asi, la
MCPG que se ha clasificado como un antagonista de la despolarizacién por
15,3R-ACPD en la médula espinal, no lo es en los receplores L-AP4 da la relina
o en los mGluR4 clonados. Con base en esos dalos podria proponerse que el
receptor metabotrépico en las células de Bergmann fuera del tipo insensible a la
MCPG ya que no se observé un bloqueo en la produccién de fosfatos de inositol
inducida por L-glutamato y NMDA en cultivos primarios de las mismas (Gréficas
10y 11).

Aunque todavia carecemos de evidencia directa para afirmarlo,
suponemos que estos receplores pertenecen al tipo mGIuRS, ya que mediante
hibridacién in situ e inmunocitoquimica en rebanadas de cerebro, se ha
demostrado que los mGluR1 se localizan dnicamente en neuronas (Martin et al,
1992; Gores ef al 1993); adicionaimente, los mGluR5 son relativamente
insensibles a la MCPG (Roberts, 1995), como {ué el caso de nuestra
preparacion.

Demostramos en este trabajo que, la estimulacion de la hidrdlisis de
fosfoinositidos estimulada por AAE requiere de la presencia de calcio externo
(Grafica 9). Este Ca® podria entrar a las células a través del canal del receptor

y posteriormente, de manera indirecla, a través de la activacion de las cinasas
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correspondientes, por canales sensibles al voltaje. En las células de Bergmann
los receptores del tipo AMPA/Kainato son permeables al calcio, ¥y la respuesta
provocada por estimulacion con kainato se bloquea con CNQX, Sin embargo, la
participacidn de aste tipo de receptor en la hidrdlisis de fosloinosilidos en
nuestra preparacién no queda clara, ya que la DNQX no bloquea la estimulacion
de la hidrélisis de PIP; inducida por L-glulamato. Nuestros datos sugieren, en
cambio, que el Ca® podria entrar a través de los receptores de tipo NMDA. £n
los astrocitos, se han descrito dos tipos de canales de Ga®: un canal que se
activa a -60 mV, de inactivacién rdpida y dependiente de voltaje, y otro que tiene
un umbral de activacion de -30 mV y de inactivacion lenta. Estos dos tipos de
canal comparten las propledades de los canales de Ca® Ty L, respectivamente,
que se han descrito en muchos otros tejidos (Barres et al, 1990).

Con el lin de determinar la participacion de tipos especificos de canales
de Ca®, se estudié el efeclo del verapamil y la niledipina, bloqueadores de los
canales lipn T y lipo L, respeclivamente. Puesto gue estos compuestos no
afectaron la estimulacion por NMDA (Grdfica 9), se infiere que algun otro lipo
de canal podria estar involucrado en el proceso, como podrian ser los de tipo N
{Bowman el al, 1992), o bien algin canal inespecifico activado por {ensidn
{Sontheimer, 1994). Nuestros resultados apoyan la sugerencia previa (Milller y
Kettenmann, 1995), de que las células de Bergmann carecen de canales de
Ca® sensibles a voltaje. Sin embargo, en astrocitos de diferentes ragiones del

SNC (linea celular a la cual pertenece la glia de Bergmann), se ha comprobado
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la presencia de canales de Ca® tanto de tipo T como de tipo L (Barres, 1990),
mismos que no se observan en preparaciones de astrocitos en cullivo (Barres,
1989).

Se podria pensar que no hubo estimulacidn at aplicar NMDA debido a ta
presencia de magnesio en el medio en los experimentos realizados en ausencia
de calcio, con el fin de evilar dafio celular; sin embargo, se ha demostrado que
el receptor tipo NMDA en las células de Bergmann tiene caracteristicas
diferentes a las de sus homdlogos en neuronas, ya que la actividad de los
receptores de NMDA no se modula por magnesio (Miller et al, 1993).

ElIP,, producto de 1a hidrdlisis de! PIP,, es un segundo mensajero que
provoca la salida de caicio del reticulo endoplasmico (RE), al interactuar con un
receptor especifico en el mismo. Para determinar la participacion del calcio
procedente de pozas intracelulares en el aumento de concentracion de IPs, se
probg el efecto del Danlrolena y la Tapsigargina. £l Dantroleno, que bloquea la
salida de Ca®* del RE por canales de caicio sensibles a Ca® y blogueados por
ryanodina, no modificd la estimulacién por L-glu (Gréfica 9). La Tapsigargina es
un inhibidor general de las ATPasas de calcio encargadas de la recaptura def
ibn por el RE (Charles et al, 1933). Al inhibirse, aumenta la concentracién
cilopldsmica de calcio, ya que adicionalmente hay una salida de Ca®* del RE,
que corresponde a la poza liberable por IP;. En nuestra preparacion la
tapsigargina aumentd 26% la hidrélisis de IPs, probablemente debido a la

activacion de la PLC por el aumento de calcio citopldsmico (Grafica 9).
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Los resultados que aqui se describen demuestran que el glutamalo y
algunos do sus andlogos perlenecientes al grupo de los aminodcidos
excitadores, inducen la hidrélisis de fosfoinosilidos de la membrana a través de
la estimulacion de receplores especificos. Por 1a evidencia obtenida hasta el
momento, sugerimos que estos receplores perlenecen al grupo de los
ionotrépicos tipo NMDA, asi como al de los melabotropicos sensibles a t-ACPD,
los cuales podrian actuar en forma coordinada.

Experimentos fuluros empleando nuevos agonistas y antagonistas de
cada tipo de receptor, asi como el uso de técnicas de biologia molecular para
identificar las cadenas que los componen, permitirdn aclarar mas a fondo los
mecanismos y la funcién de los receplores a AAE en células de la glia radial, y
la posible parlicipacién de eslas células en la modulacion de la

neurotransmision.
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VI. CONCLUSIONES

La hidrolisis de fosfoinositidos se activa por agonistas de los receptores a
aminodcidos excitadores, de tipo ionotrépico (sensible a NMDA y KA), asi como
de tipo metabotrdpico (sensible a -ACPD), en las células de Bergmann del
cerebelo, en cultivo, con el siguiente orden de potencia: QA >NMDA> L-glu > KA
= QA >> t-ACPD,

Las caractaristicas farmacolégicas de la activacién de la hidrélisis de
{fosloinositodos, difieren de las encontradas en neuronas y en la glia radial de la
retina. La estimulacidn inducida por NMDA, se inhibe por antagonistas del
receptor NMDA (CPP y APS5) y por un blogueador de canal (MK-801); la
inducida por L-glu se inhibe por los antagonistas de NMDA y débilmente por los
de AMPA/KA (DNQX). Los antagonistas (MCPG y AP3) del receplor
metabotrépico no tuvieron efecto sobre la estimulacion inducida por L-
glutamato.

La estimulacion requiere de calcio externo y no estd relacionada con
canales de calcio tipo Ty L, ya que los blogueadores Verapamil y Nifedipina no
tuvieron efecto. La Tapsigargina estimuld la hidrélisis de fosfoinositidos.

La localizacién de las células de Bergmann en el cerebelo, sugiere que
podrian modular la sinapsis glutamatérgica que se establece entre las fibras
paralelas y las células de Purkinje, a través de la aclivacién de los receptores

ionotropicos y melabotropicos acoplados a la hidrdlisis de fosfoinositidos.
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Vil. APENCIDE

[ e e

Medlo Eagle Modificacién de Dulbecco

mg/l
CaCl, 200.00
Fe(NO3)-9H,0 0.10
KCI 400.00
MgS0, 97.67
NaCl 6400.00 |
NEHQPO.Q-HQO 125.00
D-glucosa 4500.00
Rojo de fenol 15.00
L-Arginina 8400
L-Cisteina | _63.00
L-Glutamina 584.00
Glicina____ _|_ 3000
L-Histidina 42.00
L-1soleucina 105.00
L.-Leucina 105.00
L-Lisina __146.00_|
L-Mstionina 30.00
L-Fenilalanina 66.00
L.-Serina 42.00
L-Treonina 9500
L-Triptofano | 16.00
L-Tirosina 104.00
L-Valina 94.00
D-Ca pantotenalo 4.00
Cloruro de colina 4.00
Acido fdlico 4.00
i-inositol 720 |
Niacinamida ___4.00_
Pirodoxal 4.00
Tiamina 4.00
Riboflavina 0.40
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