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I) INTRODUCCION
1) ASPECTOS BASICOS

El cerebelo constituye sé}o el 10% del volumen total del cerebro, sin embargo contiene
mids de ln mitad de las células neuronales. Es una estructura muy importante desde
el punto de vista estructural y funcional, contiene una diversidad caracterfstica de
células neuronales que se interconectan con otras dreas del cerebro a través de
circuitos neuronales complejos con vias de entrada y salida, que corresponden a lis
de un 6rgano de coordinacién de impulsos motores que emanan del cerebro. Recibe
informaci6n sobre la planeacion del movimiento que procede de estructuras cerebrales
concernientes a la programacién y ejecucién del movimiento, esto a través de las
neuronas de las cortezas motora y premotora que proyectan sus axones a diferentes
regiones del cerebelo. También estd involucrado en el control de sefiales de neurenes
motoras, de neuronas contralaterales y propioespinales y también de interneurones
que integran informacioén de la médula espinal.

Il cerebelo es una estructura que ha mostrado ser un excelente modelo de estudio
en el campo de la neurobiologfa, dadas sus caracterfsticas estructurales, su
localizacién en e} SNC, su arquitectura laminary los tipos celulares que lo conforman.

Las complejas y diversas funciones que lleva a cabo el SN maduro, dependen de las
interconexiones precisas formadas por miles de tipos celulares neuronales. El

establecimiento de los patrones de madurez de estas conexiones neuronales, es un



proceso gradual en el que pueden destacarse 5 eventos:
1) Proliferacién. Una poblacién de células precursoras neuronales, inducida del
ectodermo indiferenciado por sefales que proceden del mesodermo, comicnza a
prolifernr dando lugar a una enorme cantidad de células neuronales adn
indiferenciadas,
2) Migracién. Las células neuronales comienzan a diversificarse, dando lugar a las
células glinles y a las neuronas inmaduras, Estas células comienzan a migrar de las
zonas germinales a sus destinos finales.
3) Diferenciacién. Desde que comnienza el fenémeno de migracién, las células reciben
sefiales a lo largo de su camino que les indiean cudl serd su destino. Asf, comienzan
a adquirir las caracterfsticas fisiolégicas y morfolégicas del que serd su fenotipo
neural definitivo.
4) Formacién y establecimiento de procesos. Las neuronas comienzan a extender sus
axones, proyectdndose a las vecindades de sus blancos eventuales dando lugar a los
grandes circuitos neuronales,
5) Muerte Celular, Este proceso ocurre en realidad, una vez que comienza el
desarrollo, y se calcula que alrededor del 50% de las neuronas producidas durante la
fase explosiva de proliferacién, muere, aparentemente, de manera programada. Los
factores tréficos, que juegan un papel muy importante a lo largo del desarrollo,
parecen tener también un papel preponderante en este proceso.

Ya que todos estos fenémenos se dan para cada tipo celular, se obvia que en una

regién del cerebelo, la poblacién total de un tipo celular puede estar pasando por mds



de uno de estos eventos, en donde ademds intervienen dos mecanismos muy
importantes: la influencia del medio externo y la expresién y represion de genes. Ellos
determinan en gran parte, las caracterfsticas de las células neuronales maduras y

regulan estos eventos en el tiempo y en el espacio.

1.1 Desarrollo del cerebelo,

El cerebelo se deriva de la tercera vesicula cerebral, el rombencéfalo, resultante del
engrosamiento que sufre el tubo neural una vez que se ha cerrado el neuroporo
anterior (cuadro I). Esta vesfeula a su vez da origen al metencefalo y al mielencéfalo.
En el sistema nervioso madurg, el cerebelo tiene numerosas subdivisiones anatémicas
y funcionales. Se desarrolla a partir de neuronas inmaduras que proceden de los
labios rémbices, una regién especializada de la placa alar de la porcién metencefdlica
de! tube neural. Los labios rémbicos se localizan en la regién dorsolateral del
metencéfalo, e inicialmmente se encuentran ampliamente separados uno del otyo.
Estas dos regiones dersolaterales contienen células que estén proliferando, hasta que
en la parte media, los labios se fusionan gradualmente a lo largo de la lfnea media
dorsal con un gradiente rostro-caudal, formandose asi el vermis del cercbelo. Esta
regién estd méds relacionada con el control del balance y la postura. Mds tarde,
comienza el desarrollo de las fisuras. La mds prominente estd orientada de la regitn
media a la regidn lateral, y divide al cerebelo en tres 16bulos: el anterior, el posterior
y el floculonodular (fig.1).

Ya que el cerebelo se desarrolla a partir de células neuronales precursoras que
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Vesfculas cerebrales
primarias

Prosencéfalo

Mesencéfalo

Rombencéfalo

CUADRO I

Vesfeulas cerchrales

secundarias
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Metencéfalo

Encéfalo
desarrollo
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Fig.1 Cerebelo. A) Parte medial del ludo derecho; B) parte posterior-superior.



migran desde la placa alar, los axones de las neuronas del micleo del tallo cerchral
son enviadas al cerebelo, y también se desarrollan a partir de la placa alar, Sin
embargo, éstas neuronas inmaduras, migran de la regién ventral del tallo cerchral.

La corteza cerebelar es una estructura formada por tres capas que contienen cinco

tipos celulares neuronales: Ins células estrelladas, las células en canasta, las células
de Golgi, las células de Purkinje y las células granulares (Fig. 2). La capa externa o
capa molecular, se compone principalmente de axones de células granulares que se
conocen como fibras paralelas, pues corren de manera paralela al eje longitudinal del
folium (éste ltimo se encuentra debajo de la corteza cerebelosa). También contiene
células estrelladas y células en canasta, en menor eantidad, que funcionan como
interneuronas, asi como las dendritas de las células de Purkinje.

Debajo de la capa molecular se encuentra la capa de las células de Purkinje, que
contiene los cuerpos celulares de éstas neuronas (aproximadamente de 50 a 80 pm).
Estas células se rearreglan de lado a lado en una sola capa, tienen drboles dendriticos
muy grandes que se extienden dentro de la capa molecular en un sélo plano
perpendicula al eje principal del folium. Las células de Purkinje envfan sus axones
fundamentalmente a la materia blanca. Estas neuronas son inhibitorias, utilizan al
Acido gamma-aminobutfrico (GABA) como su neurotransmisor y constituyen la tinica
via de salida de ésta estructura.

La siguiente es la capa granular, que contiene un gran mimero de paquetes densos
de pequefias neuronas, las células granulares, su nimero es de aproximmadamente

10", Hay también una pequeiia cantidad de células de Golgi que se encuentran en



el borde externo. La capa granular contiene pequefios espacios llnmades glomérulo
cerebelar, en donde las células forman contactos sindpticos complejos con las fibras
aferentes de las células musgosas.

Las fibras musgosas se originan de uno de los niicleos pontinos y de neuronas de
la médula espinal, Estas fibras tienen influencia sobre las células de Purkinje a
través de las sinapsis que establecen con las células granulares; estas células son
interneuronas excitadoras del glomérulo cerebelar, Sus axones suben o través de la
capa molecular, haciendo poderosas conexiones excitadoras, a lo largo de su camino,
con las células de Purkinje. En esta misma capa, los axones de las células granulares
se bifurcan, dando origen a las fibras paralelas, que se extienden varios milimetros
a lo largo del eje de la folia cerebelar. Las fibras paralelas intersectan con dendritas
de algunas células de Purkinje, las cuales se orientan perpendicularmente a las {ibras
paralelas. Cada célula de Purkinje recibe informacién de aproximadamente 200,000
fibras paralelas de 1as células granulares, y cada célula granular recibe informacion
de muchas fibras musgosas,

Las trepadoras, son otras fibras excitadoras que se originan de un sélo lugar de la
médula, el nitcleo olivar inferior. Son llamadas fibras trepadoras por la morfologfa de
sus terminaciones sindpticas en las células de Purkinje. Todas sus sinapsis son
excitadoras.

La actividad de las células de Purkinje estd modulada por tres tipos de
interneuronas que son inhibidoras: las células estrelladas y las células en canasta,

que se encuentran en la capa molecular y que establecen conexiones excitadoras con
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las fibras paralelas, y las células de Golgi de la capa granular. Las células de Golgi,
tienen eclaborados #drboles dendriticos en la capa malecular y también reciben

informacion de las fibras paralelas. Estas células utilizan al GABA como

neurotransmisor.

1.2) Histogénesis del cexrebelo,

Durante su diferenciacién se observa que de la capa del manto se producen dos
migraciones celulares, la primera integrala capa granulosa externa, que es un centro
de multiplicacién celular, y la scgunda origina células que migran menos
superficialmente, las cuales se diferenciardn en células de Purkinje, Cuando éstas
ocupan su sitio definitivo, lns de la granulosa externa se profundizan para constituir
la granulosa interna, en donde se diferencfan en células de Golgi y en células
granulares; de los neuroblastas formados de la primera migracién derivan las células
en canasta y las estrelladas. A medida que las células granulares se sitdan en su
posicién definitiva, sus axones en 'T" forman, en la capa molecular las fibras
paralelas. La migracién de lus granulares concluye postnatalmente, y de esta manera
la corteza cerebelosa queda constituida por una capa molecular superficial, la de las
células de Purkinje y la granulosa interna,

En el cerebelo de la rata, los procesos de proliferacién y migracién ocurren
alrededor de las primeras tres semanas de vida postnatal, Tanto los eventos
involucrados como la duracién de estas fases, son diferentes para cada uno de los
tipos celulares.

Células de Purkinje:

6
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Las células de Purkinje maduran en tres fases:

En una primera etapa, las pequenas células fusiformes se distribuyen en capas
multiples, mds tarde adquieren forma cstrellada o multipolar y forman una sola
hilera de células; finalmente, los procesos somdticos maduran gradualmente y las
dendritas se rearreglan en un plano perpendicular a lo largo del ¢je de las placas.

La duracién de cada estadfo es constante para cada especie, sin embargo puede ser
muy diferente entre las distintas especies,

Células de Golgi:

Estas células emergen de la matriz celular ventricular junto con las de Purkinje.
En la rata, ]{1 mayor parte de ellas, se forman después del nacimiento. A los 15 dias
postnatales ya tienen una configuracién adulta tipica,

Células en Canasta;

Se diferencian de la capa germinal externa en los dins 6 a 7 postnatales. Se conoce
poco sobre los procesos de diferenciacién de éstas células, es probable que durante la
divisién mitética, el neuroblasto atraviese por una represién irreversible del DNA
gendmico (Eccles, 1970). El DNA activo restante, puede ser diferente para cada tipo
de neurona, dandoles asf diferentes propiedades quimicas.

Células Estrelladas:

Estudies autorradiogréfices cen timidina tritiada indican que este tipo de células
se diferencfan entre los dfas 8 a 11 postnatales en la rata (Altman, 1972).

Células Granulares:

La capa germinal externa consta de dos zonas: una zona superficial de proliferacién



y una zona basal premigratoria, En la rata, las células granulares se originan de la
capa germinal externa durante las primeras 2-3 semanas postnatales, pasan a la zona
basal durante su primer dia de vida, y a los 13 dfas aleanzan la capa granular. La
zona proliferativa tiene un grosor de 4 a 5 células en ratas recién nacidas. Durante
varios dfas, la zona proliferativa tiene debajo una zona subproliferativa o
premigratoria de 2 a 3 células de grosor y que crece en profundidad entre los dias 7
y 10 después del nacimiento. Para el dia 11, la zona proliferativa ha disminuido en
grosor, le sigue un adelgazamiento en la zona premigratoria, para el dia 19 la zona
proliferativa ya no presenta ni siquiera una hilera continua de célulns (fig. 3).

Las células de la capa granular migran del tubo neural a través de la capa
molecular y comienzan a enviar sus proyecciones axénicas a los cuerpos celulares que
se encuentran en la capa granular (Altman, 1982). Asi, la ¢capa mds externa queda
como capa molecular, conteniendo dichos axones (fibras paralelns) y células de tipo
interneuronas o neuronas de "relevo” (estrelladas y de canasta), La capa interna o
capa granular, se forma durante la segunda semana de vida postnatal. Bl cerebelo
adulto de la rata posee alrededor de 1.1 x 10* células granulares, cuyos somas miden
entre 5 y 10 11 de didmetro, Las fbras paralelas tienen un didmetro de alrededor de
024

Durante la migracién, las células granulares establecen una estrecha relacién con
los procesos (extensiones) de las células gliales de Bergman, Dado que este proceso
es complejo y muy preciso en estadios tardfos del desarrollo del cerebelo, se ha

propuesto que la migracién podrfa darse mediante el reconocimiento de componentes
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de la matriz extracelular entre ambos tipos celulares.

La formacién de las sinapsis constituye uno de los procesos finamente regulados
durante el desarrollo, siendo 1a comunicacién neuronal una de las funciones mds
importantes de las neuronas. Previo a ello, se Hleva a cabo el retraimiento de muchos
procesos que no alcanzaron el destino correcto o que no se desarrollaron totalmente.
Todos estos eventos estdn directamente relacionados con una serie de estimulos
macro y microambientales, siendo éstos a la vez producto de la informacién genética
y de estfmulos externos. Se sabe que las células granulares presentan pequefios
drboles dendrfticos y las primeras innervaciones que reciben durante el desarrollo son
de las fibras musgosas excitadora que provienen del puente y de la médula espinal
(Altman, 1982). Esto ocurre en el quinto dfa postnatal. Las fibras musgosas hacen
contactos con las dendritas de lag células granulares, y poseen varicosidades llenas
de vesfculas, Estos sistemas se conocen como glomérulos (Burgoyne y Cambray, 1988).
Se ha sugerido que las fibras musgosas ejercen un efecto neurotréfice en dichas
células. En el glomérulo también hacen sinapsis las células inhibidoras de Golgi; a
su vez, las células granulares tienen su principal grupo de células blanco en las
células de Purkinje, y parece ser que la sinapsis con dichas células juega un papsl
muy importante en la sobrevivencia de las célulns granulares (Sotelo y Changueux,
1974; Burgoyne y Cambray, 1988), Estas sinapsis se establecen alrededor del dfa 12
postnatal,

Durante la diferenciacién, todos los tipos celulares mencionados van adquiriendo

su fenotipo neural definitivo que les conducird a un estado especializado, ampliandc



asf la expresidn de ciertas caracterfsticas, tanto estructurales como metabélicas.
Durante este proceso, las células definen el neurotransmisor a utilizar durante ¢l
estado maduro, lo cual conlleva a la expresién de la maquinaria bioquimica para la
sintesis, liberacién y captura del neurotransmisor, y finalmente, sélo un pequeno
nimero de células, queda como unidad estructural y funcional del individuo adulto

(fig. 4).

2) RECEPTORES DE AMINOACIDOS EXCITADORES

Un neurotransmisor es una sustancia liberada de las terminales sindpticas como
respuesta a una sehal especifica y que se origina en la neurona presindptica,
produciendo ciertos cambios én la permeabilidad i6nica de la neurona postsindptica.
Algunos otros desencadenan efectos a través de segundos mensajeros.

Existe una gran variedad de compuestos considerados como neurotransmisores en
el SNC. El aminodcido excitador glutamato es de los mas abundantes y es mediador
en la mayorfa de las sinapsis excitadoras en el cerebro. Se presenta en altas
concentraciones en el SNC y su liberacién es una respuesta a la despolarizacién, de
manera dependiente de Ca* (estimulncidn directa in vivo).

Si hien es cierto que este aminodcido participa en procesos del metabolismo
intermedio, las evidencins muestran que funciona como neurotransmisor, entre ellas
se puede mencionar el hecho de que estd ampliamente distribufdo en el tejido
cerebral, y estd mds concentrado que cualquier otro aminodcido; los estudios

electrofisiolégicos y farmacoldgicos han demostrado que este compuesto cumple cor

10



los criterios requeridos para ser considerada como neurotransmisor.

En estos estudios se ha encontrado una gran variedad de receptores sindpticos a
glutamato, los cuales se clasifican de neuerdo al tipo de respuesta que desencadenan
como ionotrépicos o metabotrépicos. De acuerdo a su sensibilidad farmacoldgica
selectiva se les ha dividido en dos subtipos principales: los que reconocen
especificamente nl aminodceido exdgeno como el N-metil-D-aspartato (NMDA), que son
los de tipo NMDA, y los del tipo no-NMDA, que a su vez se subdividen en tres clases
de acuerdo a su agonista preferencial y a su mecanismo de accién (cuadro ), estos
son; los receptores de dcido kafnico y de AMPA, cuyo mecanismo de accién s
ionotrdpico y los metabotrépicos, que utilizan un sistema de segundos mensajeros
para levar a cabo los cambios i6nicos productoe de su estimulacién (Fig. 5). Se tienen
evidencias de que existen por lo menos dos subtipos de receptores metabotrépicos a
glutamato, uno que responde a L-AP4 y que estd involucrado con una fusfodiesterasa,

y otro que responde a ACPD y que ests involucrado con la fosfolipasa C.

2.1) Caracteristicas de los receptores.

A continuacién se muestran las caracterfsticas de estos receptores:
2.1.1) Receptores tipo NMDA:

Este receptor tiene al menos 6 sitios distintos de acoplamiento a ligandos
endégenos, los cuales aumentan la probabilidad de apertura de los canales iénicos.
Estos consisten en dos sitios diferentes de reconocimiento a los agonistas glutamato

y glicing, y un sitia regulador para poliaminas que promueve la activacién del
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RECEPTORES A AMINOACIDOS EXCITADORES
(SNC DE MAMIFEROS)

NMDA

NMDA
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Domoato
Acromelato

D-HCSA
HQA
CPG

L-Glu
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D-cPP
D-AP5
D-AP7

Mg
MK-801
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AMPA

AMPA
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q
ODAP
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NBQX
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y avispa, pCB-PzDA
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KYN

HA-966, 7-ClKyn, 5,7-DCK

METABOTROPICO

ACPD
(28, 38, 48)CPG

Q
Ibotenato

L-AP3



A Receptores tipo NMDA y no NMDA

NMDA Kainate (AMPA) Quisqualata-A (AMPA)
Na®
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Fig.5 Tipos de receptores a glutamato. A.Receptor tipo NMDA, tiene acoplado un canal permeable a
Ca®, a Na® y a K* y varios sitios de unién a glicina, Zn®", PCP, MK801 y Mg®"; estos compuestos
funcionan regulando el canal en diferentes vias. El receptor de Acido kainico une AMPA un agonista
del glutamato y regula un canal permeable 2 Na" y K'. El receptor a quiscualato tipo A, también une
AMPA y regula un canal de Na‘*-K*, de manera similar a como actia el receptor-canal activado por
4cido kainico. B.Receptor a quiscualato tipo B. Este tipo de receptor induce la activacién de una
cascada de segundos mensajeros tales como el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), el diacil glicerol (DAG) y
el fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2).



receptor; también tiene dos sitios separados de reconocimiento parn magnesio y zine,
los cuales actian inhibiendo el flujo idnico a través del sitio de unién al agonista adn
cuando ¢l receptor esté estimulado. La inhibicién provocada por el magnesio se
bloquea cuando se aumenta el voltaje de las membranas y éste sale del canal; es
decir, la activacién del receptor es dependiente del voltaje, la corriente es
regencrativa y se incrementa. con la despolarizacién (Cotman e Iversen, 1987).

Los agonistas de este tipo de receptores, son cadenas sencillas de aminodcidos
dicarboxilicos tales como el glutamato, el aspartato y el NMDA. El glutamato es el
agonista endogeno mds potente en el cerebro de los mamiferos, seguido por el
homocisteato, el aspartato, el cisteinsulfinato y el quinolinate. Los ensayos
clectrofisiolégicos muestran que el NMDA es, en si mismo, un agonista selectivo para
este tipo de receptor, y es menos potente que el glutamato. Este receptor posce
también un canal permeable a Na* y también a Ca®, a diferencia del resto de los
receptores conocidos. Dentro de dicho canal se encuentra el sitio que une al Mg®* de
manera dependiente de voltaje.

Otros bloqueadores del canal del receptor incluyen al MK-801, la quetamina y la
fenciclidina (PCP). Estos bloquendores, junto con el (Mg**), presentan dependencia de
voltaje en grado variable, y es probable que reconozean algunos dominios diferentes
en el canal. It Zn*, que es también un bloqueador pero endégeno, es indepehdiente
de voltaje.

La habilidad del glutamato y de la glicina para activar los receptores tipo NMDA,

estd enormemente influenciada por en pH extracelular y por el estado de fosforilacién
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del receptor. Los pH alcalinos (de 6.8 a 8.4), aumentan la frecuencia de apertura del
canal en presencia de agonistas.

También existen fifrmacos que actiian a este nivel como antagonistas tales como los
compuestos bicfclicos y derivados del dcido quinurénico o del dcido
quinoxalinedicarboxilico, que son antagonistas competitivos del sitio de unién a Ia
glicina. También estdn el HA-966, el dcido 7-Cl-Kyn y el 5,7-DCK.

Se ha encontrado un sitio modulader mds que une paliaminas tules como la
espermina y la espermidina. Il,u acupacitn de estos sitios no requiere necesariamente
que se active el receptor, pero bajas concentraciones (micromolares) de poliaminas,
incrementan la habilidad del glutamato y de la glicina para abrir canales
individuales. Sin embargo, las altas concentraciones de poliaminas producen un
bloqueo dependiente de voltaje del canal i6nico inhibiendo asi la activacion del
receptor. La espermicina y la espermidina se sintetizan intracelularmente, y el corto
tiempo de accién de las mismas sugiere que sus sitios de acoplamiento se sitdan en
la parte del receptor que mira hacia dentro de la célula. En cerebelo, se encuentra
principalmente en la capa granular y casi siempre estd asociado a zonas con alta
densidad de sitios que unen AMPA y a veces con sitios que unen kafnico.

2.1.2) Receptores tipo No-NMDA:

Receptor del dcido kafnico:

El receptor de Acido kafnico tiene como agonistas al KA, al domoato y al
acromelato, ademds del endégeno Glu. Los antagonistas son GAMS, pCBP2DA,

DNQX Y CNQX. Se ha demostrado que el receptor ¢s permeable a Na*y a K* y
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también a iones divalentes como el Ca® (Miller, 1991). En el cerebelo, tanto los sitios
de NMDA como los de kafnico, son més densos en la capa granular que en la
molecular (Cotman et al,, 1987).

Receptor de AMPA:

ista segunda clase de receptores ionotrépicos median transmisiones sindpticas
excitadoras rdpidas mediante el glutamato. Estos receptores se distinguen de los del
tipo NMDA por los agonistas selectivos (AMPA para los receptores a AMPA y
aspartato y NMDA para receptores a NMDA). Los antagonistas selectivos para los
receptores de AMPA son algunas quinoxalinedionas, principalmente el NBQX, que es
un potente y selectivo antagonista de este tipo de receptores que puede tener un débil
efecto sobre otros receptores.. Es probable que, excepto el NBQX, muchas de las
quinoxalinedionas tengan alguna afinidad al sitio de la glicina en el receptor tipo
NMDA,

Las corrientes de flujo a través de este tipo de receptores se mantiene mediante los
movimientos de Na* de la parte extracelular al compartimento intracelular, Las
medidas del potencial de inversién indican un incremento no especifico en la
permeabilidad a cationes monovalentes, ademés de que éste potencial de inversi6n
tiene una corriente de flujo (a través de estos canales) cercana a 0 mV. Los flujos de
corrientes iénicas hacia fuera de la célula mediante el K*, balancean los flujos de
corriente hacia dentro mnntenidos por Na’. La activacién de los receptores AMPA
requieren de su interaccién con el glutamato, aumentando asi la probabilidad de

apertura de los canales i6nicos.
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Receptores metabotropicos:

Este tipo de receptores a glutamato, una vez que han sido activados producen, en
diferentes tipos de células, un incremento en las concentraciones intracelulares de
Ca® mediante la hidrélisis de los fosfoinositidos, la liberacién de deido araquidénico
mediada por la activacién de la fosfolipasa DD, y el incremento o decremento en los
niveles de AMPe. Los receptores metabotrépicos efercen una amplia variedad dc
efectos que modulan la transmisién sindptica, tanto excitadora como inhibidora. En
células granulares de cerebelo, se incrementa la actividad de los canales de Ca®
dependientes de K*, reduciendo asi la excitabilidad. Los segundos mensajeros y las
enzimas responsables de varios de los efectos de los reeeptores metabotrépicos, atin

no se conocen con exactitud.

3) METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS EXCITADORES

La sfntesis del glutamato y del aspartato se efectda a partir de la glucosa y de otras
precursores mediante el ciclo de los dcidos tricarboxilicos por reacciones de
transaminacién, o bien a partir de la glutamina, por la accién de la enzima
glutaminasn; ésta parece ser la principal via de sfntesis del glutamato, ya que Ja
glutaminasa se encuentra en altas concentraciones en las terinales nerviosas; el
glutamato es liberado de las terminales nerviosas y es toinado por las células gliales
en donde es convertido a glutamina, la cual regresa a la terminal nerviosa, en donde

participard nuevamente en el llenado de "pozas” para la sintesis de glutamato y
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GABA.

Las células gliales poscen un sistema muy activo para transformar glutamato en
glutamina por medie de la enzima glutamino sintetasa, de ahf que se haya sugerido
que son éstas las células en las que ¢l proceso se lleva a cabo. Asf, la sfntesis y ol
metabolismo del glutamato dependen de la interaccién entre las terminales nerviosas
y las células gliales.

Una vez que el glutamato se ha sintetizado, es empaquetado y guardado en altas
concentraciones dentro de vesfculas sindpticas, las cuales estdn listas para ser
liberadas e iniciar un nuevo "ciclo" de sintesis,

El dcido glutdmico es el principal neurotransmisor en ¢l SNC. De ahf el gran
interés que ha despertado su metabolismo, ya que no sélo funciona cemo
neurotransmisor, sino que también participa en vias secundarias, pues forma parte
de proteinas, s precursor de] GABA, como mencionamos anteriormente y participa
en procesos de detoxificacién por amonio.

En este trabajo, cs muy importante hacer énfasis en la actividad de las enzimas
que sintetizan al glutamato como neurotransmisor. Las reacciones de mayor
importancia en este sentido son las catalizadas por la glutamato-deshidrogenasa (Wolf
y Schunzel, 1987), la glutaminasa activada per fosfatos (GAF) (Hamberger et al,,

1979) y la aspartate aminotransferasa (AAT) (Altschuler et al., 1985).

3.1) Reacciones cataliticas.

La reacién catalizada por cada una de ellas es:

16



a) a-cetoglutarato + NH, + NADH + H* ---eeeeeeaees L-Glu + NAD' + H,O
AAT
b) a-cetoglutarato + L-Aspartalo ---e-weeeeme L-Glu + oxalacetato
GAF
¢) Glutaming --s-e--e-se-- L-Glutamato + NH*,

3.1.1) Glutamato dehidrogenasa (GLDH):

El glutamate es oxidativamente desaminado en la mitocondria por la glutamato
deshidrogenasa (GLDH). La o_xidncién ocurre con la transferencia de un ién hidrégeno
del carbono o del glutamato a NAD(P)', formando asi o-iminoglutarato, que es
hidrolizado a a-ketoglutarato y amonio.

La GLDH es inhibida por GTP y activada por ADP in vitro; se ha sugerido que
estos nucledtidos regulan la enzima in vivo.

Los cambios en la actividad de Ja GLDH inducidos por interacciones alostéricas,
suelen ser diffeiles, esto se debe a los eambios de flujo, el cual, muy probablemente

esta controlado por las concentraciones de los sustratos y productos.

3.1.2) Glutaminasa activada por fosfatos (GAF);

La GAF utiliza a la glutarmina como sustrato y por medio de una desaminacién
produce glutamato. Algunos estudios apoyan la importaneia de GAF en la sfntesis del
Glu como neurotransmisor (Bradford et al., 1979; Patel et al., 1982). Los cambios
regionales de la actividad de esta enzima durante el desarrollo correlacionan con la

informacién conocida sobre la formacién de células y vfns glutamatérgicas en el
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cerebro, por lo que se ha considerado un marcador apropiade de! desarrollo y de

células glutamatérgicas.

3.1.3) Aspartato amino transferasa (AAT):

Se ha propuesto que la AAT es una de las enzima clave en la sintesis del
transmisor glutamato (Wenthold et al., 1986; Hertz y Schousboe, 1987; Palaiologos
et al,, 1988, 1989). Se ha sugerido que la sfntesis neta de glutamato se darfa por una
transaminacién de aspartato y glutamato catalizada por ln AAT en mitocondria y
citoplasma, respectivamente, con la participacién del complejo malnto-aspartato (Fig.
6) (Le Noué y Schoolwerth, 1979; Palaiologos et al., 1989; Hertz y Schousbae, 1987).
De cunlquier manera esta ltima posibilidad requeriria de la participacién de la GAF
en la formacién de glutamato a partir de glutamina en la mitocondria (Hertz y

Schousboe, 1987).
4) FACTORES TROFICOS

Uno de los eventos nids importantes a lo largo del desarrolle de las células neurcnales
es la muerte celular. La influencia del medio externo juega un papel muy importante
en el praceso del desarrollo, y es un fenémeno que junto con la expresién secuencial
de genes y represién de algunos otros, determina en gran parte la sobrevivencia de
las células, de cudntas legardn al estado dltimo de diferenciacién, y determinan

también cudntas han de morir en forma programada. La ausencia de factores tréficos
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puede ocasionar un proceso metahélico activo, actuando como represores de genes
maestros que si se activan, generan toda una serie de actividades cuyo fin iiltimo es
la muerte de las células.

Existe una gran cantidad de moléculas tréfieas tales ecomo el Factor de Crecimiento
Neural (NGF), que estimula a neuronas simpdticas y a otras neuronas sensorinles
(Barde, 1989) a dividirse y diferenciarse, el Factor de Crecimiento Derivado del
Cerebro (BDNF), que pucde rescatar neuronas motoras fetales de In muerte celular
espontdnea e inducida, el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF), que también
ayuda a la sobrevivencia de neuronas motoras asf como el CNTF (Factor Neuratréfico
Ciliar), las neurotrofinas (NT)-3, que ayuda a la sobrevivencia de neuronas viscerales
que no responden a NGF, y (NT)-4. Para cada una de cllas existen receptores
especificos,

Actualmente se considera al Glu como un posible candidato a neurotransmisor de
las células granulares, ya que estas células poseen receptores a aminodcidos
excitadores que incluyen a los del tipo NMDA en altas concentraciones cuando las
células son inmaduras y en bajas concentruciones en el cerebelo adulto (Garthwaite
et al., 1986), esto sugiere que estos receptores pueden tener un papel importante
durante el desarrollo de estas células. Burgoyne y Cambray, (1988) y Baldsz y col.
(1988) sugieren que el NMDA previene la muerte de células granulares que
normalmente se observa en cultives en un medio con suero. Ellos han estudiado el
efecto de la despolarizacién por KC! en la sobrevivencia de estas células y proponen

que esta despolarizacién mimetiza de algin modo la accién que ejercen las fibras
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musgosas en un estado temprano del desarrollo de las células granulares in vive
(Gallo et. al,, 1987). Tanibién concluyen que el efecto tréfico de la despolarizacién por
KCl estd mediado por un incremento en las concentraciones de Ca* intracelular,
que ingresa a la célula a través de los canales de Ca¥ sensibles a voltaje. Asf, es
posible que el NMDA produzga una despolarizacién similar al potasio, a través del
canal de Ca® acoplado a este receptor. Se sabe también que las células granulares
requieren de dicha despolarizacidn s6lo durante un tiempo muy corto, tiempo que
coincide con la actividad de las fibras musgosas sobre dichas células, in vivo (Baldzs
et. al., 1988).

Se sahe sin embargo que la aplicacién focal de pequenas cantidades de aminodcidos
excitadores o sus andlogos en un estadfo determinado del desarrollo es neurotdxico.
Se ha sugerido que la isquemin, hipoxia e hipoglucemia tienen como resultado la
liberacién masiva de aminodcidos excitadores que sobreestimula a las neuronas y
puede ocacionar convulsiones epilépticas sostenidas (Baldzs, 1988). Se propone que
ambos efectos, tréfico y toxico del NMDA, estdn mediados por el mismo mecanismo,
que es un incremento notable en el flujo de Ca® (Fig. 7). Esta accién bipotencial de
los aminodcidos excitadores (el glutamato, especificamente el NMDA) comno sustancias
tréficas y téxicas, los convierten en agentes especialmente importantes en el control
del desarrolle neuronal, El fenémeno de muerte juega un papel muy importante en
el desarrollo de muchos tejidos (ontogenia), y en muchos casos continua en muchos
otros a través de la vida del individue. Este evento conocido como muerte celular

programada, es particularnente comdn en el desarrolle del SNC. Existen evidencias
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de que, a lo largo del proceso de muerte las células requieren de ciertas moléeulas

especificas por las que compiten las terminales nerviosas (factores tréficos),

5) REGULACION GENICA

El cerebro humano contiene aproximadamente 10" ¢élulas neuronales. Cada neuronat
es tinjca y presenta un tamafio, una forma y una posicién diferente, con patrones
iinicos de conexi6n, transmisién y respuesta a los diferentes fendmenos qufmicos y
eléctricos. En el cerebro, se mantiene una estrecha relacién entre la expresién génica
y el medio ambiente para la determinacién del fenotipo, y es en este érgano en donde
la regulacién de los genes es mucho mds compleja que en cualquier otro.

El dogma central de la biolégia molecular establece que la informacién fluye de
DNA a RNA y de ahf a protefnas. Las células copian la informacién cantenida en la
secuencia de nucledtidos del DNA dentro de los nucledtidos correspondientes de] RNA.
Los genes estructurales (extensas cadenas de DNA que codifican para protefnas), son
transcritos al RNA mensajero (RNAm). En los eucariontes, el RNAm se produce en
el nicleo y vinja al citoplasma, en donde dirije la sintesis de un s6lo tipo de cadena
polipeptfdien (con la ayuda dela maquinaria sintética y los ribosomas) para formar
protefnas en un proceso que se conoce coo traduccién. Cada RNAm contiene codificada
Ia informacién que especifica la secuencia de residuos amino4cidos para un tipo de
cadena polipeptfdica especifica. E} producto de la transcripcién es el lamado RNA
heterogéneo nuclear que contiene la secuencia de bases en las que estd codificada la

seric de aminodcidos de la proteina y ndemds, otrns secuencias que no estdn
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presentes en el RNAm, El RNA heterogéneo nuclear se une a protefnas desde el
momento de su sintesis para formar partfculas ribonucleoproteicas. En esas
particulas ¢l RNA sufre varios cambios qufmicos que en su conjunto se denominan
“procesamiento postranscripcionn!” y que lo transforman en ¢l RNAm maduro, listo
para salir al citoplasma, donde al unirse a los ribosomas, serd traducido a proteinas;
las principales modificaciones que sufre el RNA premensajero son: a) la adicién de 7-
metilguanosina unida a la primera base del extremo 5’ del RNA premensajero por un
puente trifosfato tendido entre ambos extremos 5 (“cap"); b) la supresién de las
regiones intercaladas que no contienen informacién sobre la secuencia de aminodcidos
de la protefna (intrones) y 'el empalmado de alta precision de las regiones que
contienen dicha informacién (exones), ¢} Ia adicidn en el extremo 3' de 200 a 300
adeninas (poli-A) (fig.8).

El RNAm maduro, como ya se ha mencionado, se traduce dentro de una cadena
polipeptidica. Sin embarge, la célula puede seguir regulando las caracteristicas y la
cantidad de la actividad biolégica del producto del gene. Es decir, sufren
modificaciones postranscripcionales las cuales incluyen modificaciones covalentes y
la asociacion de un polipéptido con é! mismo o con otras protefnas para formar homo
o heteo-oligomeos. Las modificaciones postraduccionales especificas son el resultado
de la accién de sefiales extracelulares, tales como los factores de crecimiento y los
neurotransmisores que act\ian a través de segundos mensajeros, tales como el AMPe,

el Ca® o o} diacil glicerol.

Existen también familias multigénicas cuyas caracterfsticas incluyen: a) copias
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miiltiples, b) secuencias emparentadas, ¢) funciones paralelas del producto de los
genes y d) patrones distintos en la regulacién del desarrollo para los miembros
individuales de la familia. Estas familias multigénicas surgen de la duplicacién de
genes y de secuencias divergentes. En el SN existen muchos ejemplos de tnles
familias cuyos miembros difieren ¢n sus funciones o en su regulacién. Muchas
familias multigénicas son también importantes en la determinacién de las
caractfsticas de los diferentes tipos de neuronas.

Existen muchas evidencias que muestran la complejidad de la expresién génica del
cerebro (el cual contiene aproximadamente dos o tres veces mds informacién en el
RNAm que cualquier otro tejido), ya que éste utiliza muchos mecanismos que no son
utilizados por otros tejidos, El tamaio promedio de los RNAm especificos del cerebro
es de b kilobases (KB), dos o tres veces el tamniio promedio de los abundantes RNAm
expresados en otros tejidos (fig. 9). Todos estos procesos son de vital importancia para
¢l conocimiento de la regulacién génica en los mamiferos. Los complejos patrones de
regulacién que controlan la expresién génica, son la base para el entendimiento del
desarrollo del SN y los cambios pldsticos que se dan en respuesta a todas las

variaciones que se presentan a lo largo de la vida del individuo,
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II) ANTECEDENTES

Como mencionamos anteriormente las células neuronales a lo largo de su desarrollo,
migran y atraviesan por una serie de cambios morfolégicos y fisiolégicos que llevan
al establecimiento de una compleja organizacién funcional y estructural del cerebro.
La expresién génica y el medio ambiente juegan un papel preponderante en este
proceso de diferenciacién, También remarcamos la importancia de los factores tréficos,
los cuales gobiernan todos los cambios plidsticos por los cuales atraviesan las células;
de ellos depende en pgran parte que ecstas células sobrevivan. Algunos
neurotransmisores clasicos se consideran actualmente como parte de estos factores
tréficos, tal es el caso del glutamato.

El empleo de sistemas in vitro, particularmente de cultivos primarios de eélulas dol
SN, ha permitido estudiar con cierto detalle los mecanismos basicos de este fenémeno,
Esta preparacién reflejn en gran medida los fendmenos que ocurren durante el
desarrollo in vivo. Los cultiv;)s de células neuronales constituyen una preparacién
aislada y homogénea en la que se puede seguir con exactitud el grado de maduracién
celular y permite el control farmacolégico de algunos eventos fisiolégicos como la
actividad sindptica neuronal.

Uno de los modelos que mds se ha estudiado en este sentido es el de las células
granulares de cerebelo (CGC). Estas células en cultivo requieren la presencia de
concentraciones elevadas de KCl en el medio para sobrevivir (25-40 mM). El efeeto

del KCI en 1a sobrevivencia es dependiente del Ca®* extracelular. La accion de los
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cfectos despolarizantes sobre la sobrevivencia neuronat estd determinada por su edad.
Las células granulares inician asf su dependencia de KCI para sobrevivir alrededor
del 6 dfa in vitro (DIV), Este tiempo ceincide con el tiempo en el que las células
granulares reciben la inervacién de las fibras presindpticas musgosas. Asi, la
despolarizacién, inducida por el KCl, mimetiza lus influencias tréficas ¢jercidas in
vivo por dichas fibras, las cuales utilizan al glutamato como neurotransmisor.

Las células granulares poseen los receptores sindpticos para el glutamato,
incluyendo los del tipo sensible a NMDA. De estu forma se predice que la
estimulacién de los receptores de NMDA debe inducir la sobrevivencia de las células
granulares mantenidas en un medio con concentraciones fisiolégicas de potasio (5
mM), que normalmente lleva a una degeneracién celular después de 5 DIV. Se ha
sugerido también que durante el desarrollo in vivo, éstas células son insensibles al
glutamato hasta que finaliza la migracién (equivalente al 4 dia en cultivo). Una vez
completndo este evento, las células comienzan a diferenciarse y a requerir de la
influencia tréfica de las fibras presindpticas mediada por el glutamato (del dfa 5
dfa 10 aproximadamente). Se sabe ademds que el glutamato es el aminodcido
excitador al que mds acciones tréficas se le atribuyen, ejerciendo sus efectos casi
exclusivamente a través de uno de sus 4 receptores sindpticos, el de) tipo NMDA.

En general, se acepta la idea de que la sobrevivencia o el control de la muerte
neuronal programada, estd regulada por la actividad biceléctrica y por agentes
tréficos derivsdos de células neuronales. La actividad bioeléctrica no sélo controla la

sobrevivencia neuronal sino que tantbién induce la diferenciacién de neuronas en
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distintas regiones del SN. Las CGC cultivadas en un medio no despolarizante,
presentan un retraso significativo en la madurez fenotipica, el cual se manifiesta por
la ausencia de acarreadores de aminodcidos, por una deficiencia en la liberacién
estitnulada del transmisor y por la sintesis de protefnas especificas de adhesién, asi
como en un retraso marcado en la expresién de los eanales de Ca®* sensibles a voltaje
y del receptor sindptico del glutamato, Sin embargo, estas deficiencias se corrigen al
despolarizar o estimular al receptor sindptico de glutamato con su andlogo, ¢l NMDA,

Diferentes estudios reportan también que la activacién de los receptores @ NMDA
en CGC, promueve la diferenciacién bioquimica (Mordn y Patel, 1989a,b: Cox et al.,
1990). Estos estudios sugicren que el agonista glutamatérgico NMDA y el KCI
inducen diferenciacién en estas células aumentando la actividad de las enzimas que
sintetizan al glutamato como neurotransmisor sin afectar a otras enzimas del
metaholismo general de la eélula. Las enzimas que intervienen en el metabolismo del
dcido glutdmico y que son activadas especfficamente por NMDA y KCl, son la
aspartato aminotransferasa (AAT) y la glutaminasa activada por fosfatos (GAF). La
AAT tiene una localizacién mitocondrial y citopldsmica (Palaiologos, 1989); la GAF
se localiza en mitocondria (Bradford, H.F. y Wwrd, HK,, 1976; Nimmo, G.A. ¥y
Tripten, K.F.,, 1979; Kvamme, E. et al., 1982). Se sabe que ambas enzimas participan
directamente en la sfntesis de} glutamato como neurotransmisor actuando de manera
coordinada en el metabolismo de este aminodcido.

El efecto del NMDA y del KCl es especifico sobre la activacién de la AAT y GAT,

ya que otras enzimas que incluso participan en el metabolismo del glutamato, no se
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ven afectadas por estas condiciones, Bstudies realizados en CGC muestran que el KCI
(40 mM) y ¢ NMDA (160 pM), incrementan la actividad de la AAT en
aproximadamente un 75% en un periodo de 48-72 horas (Mordn J., Rivera-Gaxiola,
1992) y de un 100-150% en la GAF (Mordn Jd., A.J. Patel, 1988a,b). Este efecto es
dependiente de la concentracién y de la edad del cultivo. El efecto del NMDA y del
KC1 sélo se abservé en estas células y no en astrocitos o neuronas carticales. 1 efecto
del KCl no cstuve mediado por la activacién de los receptores a aminodcidos
excitadores, y fué dependiente de Ca®, en tanto que los efectos del NMDA fueron
bloqueados completamente por el magnesio y por antogonistas del receptor. Sin
embargo, la cicloheximida y 1a actinomicina D (Act D) hloquearon el efecto de ambos
(KCl y NMDA), Esto sugiere que debe existir una sintesis de novo de proteinn y de
RNAm para estas enzimas inducida por NMDA y XCl.

Se desconocen los mecanismos que regulan los cambios inducidos por el NMDA y
¢l KCI en estas células. Se ha estudiado la posibilidad de que ambos aumenten la
actividad de estas enzimas modificando su sintesis. Para explorar esta posibilidad se
realizaron algunos experimientos en los que, bajo estas mismas condiciones, se
analizaron los pardmetros cinéticos de estas enzimas, observandose un incremento
significativo en la Vmax, sin afectar la Km, sugiriendo que los cambios observados
estdn mediados por un aumento en la cantidad de estas enzimas, coincidiendo con los
resultados obtenidos en presencia de cicloheximida. La cantidad de las diferentes
enzimas presentes en las células, detectada mediante Western blot (réplias tipo

Western) y cuantificada por densitometria, también corvelaciond con el andlisis de los
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pardmetros cinéticos de estas enzimas (Alaves, et al,, en prensa).

Bstos resultados permiten sugerir que los mecanismos involucrados en el efecto
tréfico del NMDA, implican la uctivacién de procesos de regulacién génica en estas
células; sin embargo, tanto los mecanismos involucrados como estos procesos de
regulacién se desconocen en este modelo, aunque se sabe que el NMDA en cultivos
primarios de CGC, actia a diferentes niveles de regulacién génica e induce un
aumento en los niveles de RNAm de "Cns-1" (R.F. Bulleit, et al., 1994), un miembro
de una familia de genes que codifican para protefnas que regulan la transcripeién en
células en diferenciacién en el SNC y que se les conoce como "POU/homeobox” (Akam,
1978; Scott y Caurrol, 1978; Doe et al., 1988s,b; Finney et al.,1988; Ingham, 1988; Way
y Chalfie, 1989). En mamifferos, se ha visto que la expresién de estos genes se da en
poblaciones de células precursoras y también en células maduras.

Esto indica que el NMDA puede inducir la activacién de mecanismos de regulacidn
génica in vitro induciendo asf 1a diferenciacién bioquimica y la schrevivencia de las

CGC.
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II1) OBJETIVO

Fl presente trabajo tiene como objetivo estudiar los mecanismos involucrados en la
accién tréfica del NMDA y KCl sobre la activacién de la GAF y la AAT en las CGC
en cultivo. Dado que el NMDA y el potasio inducen una activacién especifica de estas
enzimas en estas células, se estudiard si dicha activacién es el resultado de una

regulacién especifica en los niveles de! RNAm de estas enzimas marcadaras de

dilerenciacién,
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VI) MATERIAL Y METODOS

CULTIVOS DE CELULAS -

Se obtuvieron cultivos primarios de CGC (95%) de ratas Wistar, Las células se
obtuvieron por disociacion de cerebelos de ratas de 8 dfas de nacidas (8 DPN)
mediante la técnica descrita por Mordn y Patel (1989). VEI medio de cultivo en que se
sembraron fué un medio basal de Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor (Microlab), 5 mM de KCl, 2 mM de glutamina y una solucién de
penicilina-estreptomicina, 50 U/ml y 50 pg/ml, respectivamente. Para permitir la
adherencia neuronal, las cajas se trataron previamente con 5 pg/ml de poli-L-lisina
durante 24 h. Las c6lulas se sembraron a una densidad final de 1.2 a 1.5 x 10°
cels./ml; nproximadamente 18 h después, se les agregé una solucién de citosinu
arabinosa 10 pM para evitar el crecimiento de células no neuronales (Baldsz et al,,
1988).

Las células se incubaron a 37°C, e¢n una atmdsfera de CO, (4.6%) y aire saturado
con vapor de agua (95%) (Mordn y Patel, 1989). Después de 2 DIV las neuronas se
sometieron a diferentes tratamientos por espacio de 72 h. El tratamiento de las
células consistié en la adicién de alfcuotas pequefias de NMDA (150 uM) y KCl (40
mM).

EXTRACCION DE RNA TOTAL
A Yos 6 DIV se lavaron las células con PBS a 37°C y se procedié a realizar la

extraccién de RNA total siguiendo la técnica de Chomezynski y Sacchi (1986). Todos

30



las soluciones que se utilizaron a lo largo del proceso se prepararon con agua tratada
con dietil pirocarbonate (DPC) para inhibir RNAasa y son las siguientes:
- Sol D:
Tiocianato de guanidina 4 M, sarcosil al 0.5%, citrato de sodio 26 mM pH 7.0,
B-mercaptoetanol,
- Buffer de mezcla:
Buffer MOPS 5 x, formaldehido 2.2 M, formamida al 50 %, bromuro de etidio 1 x.
- Buffer de electroforesis 1 x
MOPS pH 7.0, ucetato de sodio 40 mM, EDTA 0.5 M pH 8.0.
- Gel de agarosa 1 % desnaturalizado:
Agarosa al 1 %, MOPS al 5 %, formaldehido puro.
- Buffer de carga 10 x:
Glicerol al 50 %, EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0.4 %, xilen-cianol 0.4 %.
- Buffer SSC 20 x:
NaCl 3.0 M, citrato de sedio 0.3 M pH 7.0
Las células se homogenizaron con 1 ml de Sol. D y se colectaron en tubos Eppendorf
de 2.0 ] estériles, A cada muestra se le adicion6 0.1 ml de acetato de sodio 2 M
pH 4.0, 1 ml de fenol saturado 1:1 y 0.2 ml de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1. Se
agitaron 20 seg. y se incubaron durante 15 min. a temperatura ambiente para
completar la mezcla. Se centrifugaron a 10,000 rpm, 30 min. a 4°C. Se recuperé la
fase acuosa y se transfiri6 a tubos Eppendorf estériles agregando a cada muestra 1

ml de isopropanol para precipitar ¢l RNA durante 2 h a -70°C, después se
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centrifugaron y el pellet resultante se resuspendié en 300 pl de Sol. D., después se
les agregé isepropanol para precipitarlas por segunda vez, Posteriormente, se
centrifugaron y se lavé el pellet de cada muestra con etanol al 75% centifugando las
muestras durante 10 min,, se secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron
en agua tratada con DPC.
CUANTIFICACION DE RNA TOTAL Y ELECTROFORESIS

Una vez conclufdo el proceso de extracci6n, se determiné la cantidad de RNA de
cada muestra espectrofotométricamente a 260 nm y se calculd la concentracién de
RNA y In pureza del mismo, para ello, se caleulé también la relacién de tas unidades
de absorbancia a 260-230, para detectar contaminacién por sales, y a 260-280, para
detectar contaminacion por proteinas. Una vez cuantificada la concentracién de RNA,
se procedi6 a realizar la electrofurésis en geles de agarosa al 1%; se le adiciond a cada
muestra el buffer de mezela, se calentaron durante 15 min. a 65°C colocindolas
inmediatamente después en hielo y se les adicioné el buffer de carga, Se coloch
cuidadosamente cada muestra en cada uno de los pocitos del ge! y se inici6 la corrida
aplicando un voltaje de 100 mV durante 5 min. para permitir la entrada de las
muestras al gel, posteriorniente se eorrié a 50 mV durante aproximadamente 3 h.
TRANSFERENCIA

La transferencia se realizé en membranas de nylon (Hybond-N Nylon, 0.45
Microm.). Al terminar la electroforesis, se lavo el gel con agua tratada con DPC
durante 10 min, y se preparé el sistema de transferencia por capilaridad colocando

sobre una placa de vidrio de dimensiones ligeramente mayores a las del gel, 2 hojas
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de papel filtro Whatman 3MM humedecidas con buffer SSC 10 x. Se colocd sobre ellas
al gel, y sobre éste la membrana de nylon previamente humedecida perfectamente en
agua desionizada y en buffer SSC 10 x y cortuda a las mismas dimensiones que el gel.
Sobre la membrana de nylon se colocaron de 3 a 5 hojus de papel filtro Whatman
IMM y aproximadamente 10 cm. de material absorbente cortados al misime tamafio
del gel. Finalmente sc colocé una placa de vidrio y 500 g. de peso con el ehjeto de
asegurar el contacto fntimo entre los diversos elemetos del sistema de transferencia
por capilaridad. El buffer que se utiliz6 para llevar a cabo el proceso fué SSC 10 X.
La durncién de In transferencia fue de 24-48 h, dependiendo del tamano y grosor del
gel.

Al finalizar el periodo de.transferencia, se retiré cuidadosamente el material
absorbente dejando al descubierto la membrana de nylon, 1a cual se despegé del gel
y se colocé entre dos lojas secas de papel filtro Whatman 3MM. Se dejé secar a
temperatura ambiente. Después se coloed en un transluminador de luz UV de onda
corte durante 5-10 min, para permitir la adherencia de los dcidos nucleicos a la
membrann de nylon de mancra irreversible. Posteriormente, se realizé la
hibridizacién con las sondas de DNA de AAT y GAF. Ambas se obtuvieron
comercialmente de American Type Culture Collection (ATCC). El tamaiio del inserto
para la GAF (glutaminase, phosphate-activated, mitocondrial, aislada de cerebro de
rata), es de 0.529 KB, el tamaiio del pldsmido es de 3.39 KB (nombre del vector
pGEM-1} (GeneBank/EMBL:M22586). Para purificar esta sonda, se digirié el DNA

con EcoR1 siguiendo la misma metodologfa que se utilizé para purificar 1a sonda de
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AAT2, la cual se describe a continuacién:

El inserto (glitamico-oxalacetico transaminasa 2, mitocondrial, "aspartato
aminotransferasa 2", aislada de hipocampo de humano), con un tamafo de 1.3 KBy
contenido en un plismido de 4.3 KB (nombre del vector, pBluescript SK-)
(GeneBank/EMBL: M86145), se purifict a partir de bacterias E. coli (XL1- Blue), las
cuales se crecieron en medio L-Broth liquido (preparado previamente) en agitacién
a 37°C, aproximadamente 5-6 horas. Se resembraron después 50 pl en agar (medio
sélido con ampicilina), y se incubaron toda la noche. Posteriormente, se prepararon
para las minipreparaciones de la siguiente manera:

Se colocaron 5 ml del cultivo anterior en un tubo Eppendorf y se centrifugaron
durante un 1 min. a 10,000 rpm. Se desechd el sobrenadante y el pellet se secd a
temperatura ambiente lo mds posible. Las células se resuspendieron en 100 nl de
solucién I fria:

- Solucién I

sacarosa 156 % )
Tris-HCI pH 8.0 25 mM
EDTA 10 mM

Esterilizar en autoclave.

Se incubaron 15 min. a temperatura ambiente. Se les agregé 200 pl de solucién 11
fresca 'mezclundo por inversién:
- Solucién 1L

NaQOH 0.2N
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SDS 1.0 %

Se incubaron durante 10 min. en hielo y se les agregé 160 pl de solucién I fria
mezclando por inversién y se incubaron durante 15 min, en hielo:
- Solucién III:

acetato de potasio 6 M 60 ml

dcido acético 11.5 ml

H?0 .28.5 ml

Se centrifugaron durante 6 min., se recupré ¢l sobrenadante y se centrifugé
durante 5 min. Se recuper6 de nuevo ¢l sobrenadante y se incubé durante 20 min, a
37°C. Se agregé un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1), se mezcl6 vigorosamente
y se centrifugé durante 30 seg. Se recuperé la fase acuosa, se le agregaron 2.5
volumenes de etanol y se incubé a -70°C por 5 min, Se centrifugé por 5 min., se
deseché el sobrenadante y se lavd el pellet con etanol al 70 %. Se centrifugé de nuevo
por 6 min,, y el pellet resultante se resuspendié en 20 pul de agua. Se tomaron 10 yl
del DNA plasmfdico obtenido y se le agregaron 7 pl de agua, 2 pl de buffer de
restriccion y 1 pl de Eco RI, dejando incubar durante 45-60 min. Posteriormente se
corrié en un gel de agarosa 1% con buffer Tris-horatos al 0.5 % colocdndo en un pozo
el producto de la digestién (DNA vector e inserto) y en otro, el marcador de pesos
moleculares. Después de aproximadamente 1 h, (tiempo de corrida), se tifié el gel con
bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 10 min. y en agitacién, y se lavé con agua
durante 10 min. y en agitacién. Para visualizar las bandas ya tefiidas en un

transluminador de luz UV de onda corta. La banda de DNA correspondiente
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inserto, se corté y se purificé para realizar la hibridizacién.

Después de cortar la banda correspondiente a ambos insertes (AAT y GAF), se
volvi6 a extraer con fenol/cloroformo-alcohol isoamflico (24:1), posteriormente se
precipité con NaCl 0.5 M (1/25 del volumen total) y con etanol absoluto (3 velumenes;
todo la noche. Para quitar los restos de bromuro de etidio, se utiliz6 butano! saturado
con agua y se lavé con etanol al 70 %. Se guardé a -70°C, Posteriormente, se corrié
un minigel de agarosa al 1% para verificar 1a pureza de! DNA.

Como sonda control, se utilizé la glutamato deshidrogenasa (GLDH), (glutamate
dehydrogenase, citosélica, nislada de médula espinal de humano); tiene un tamaio
de 1.8 KB, el tamafio del pldsmido es de 5 KB (nombre de la clona, pGB2862)
(GenBank/EMBL:M17697),

HIBRIDIZACION

Las membranas de nylon se colocaron en bolsas de pldstico y se prehibridaron de
6-12 h. aproximadamente y a 40°C con buffer de prehibridizacién:

- Buffer de prehibridizacion:

SSC 20X

reactivo Denhardt 50X

fosfato de sodiopH 70 1M
Formamida 40 %

DNA de esperma de salmén 10 mg/ml
Agua

Al concluir el tiempo de prehibridizacién, se eliminé el buffer y se agregé el buffer
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de hibridizacién a la bolsa; este bufler se prepara igual que el buffer de
prehibridizacién mds la sonda marcada con fésforo radiactivo, dCTP-[a™P).

Se utilizé el sistema de Nick Translation en la primera parte de los experimentos,
posteriormente se utilizé el §istemn de Random Primer, ya que ¢l tamaiio de los
insertos asf lo requerfan, Se utilizaron 25 ng de DNA en cada experimento, Bl tiempo
de reaccién para marcar la sonda fué de 6 h aproximadamante, posteriormente se
midié la concentracién de DNA marcado y la cantidad de radiactividad incorporadad.
El tiempo de hibridizacién fué de 18-24 h a 40°C. Después se retiré el filtro radiactivo
de la bolsn y se colocé en un recipiente con buffer 8SC 6 X, SDS 0.5 %. Se lav6 2
veces durante 15 min. cada vez a temperatura ambiente. Después se lavé con buffer
SSC 1 X, SDS 0.5 % dos veces durante 15 min. cada vez a 37°C. Se realizaron lavados
posteriores cuando la astringencia era muy alta con buffer SSC 0.1 X, SDS 0.5 %, 30
min. a 65°C con el objeto de alcanzar un lavade mds severo. Poteriomente y en cuarto
oscuro, se colocé al filtro radiactivo lavado sobre una placa virgen de rayos X (Kodak
X-Omat XK1) y ésta a su vez, se colocé en un cassette para pelfculas de rayos X 3
entre dos pantallas intensificadoras de tungstenato de calcio; El cassette se colocé en
revco a -70°C para permitir que las pantallas intensificadoras trabajaran
éptimamente. La placa autoradiogrdfica se expuso durante 48 h. Después de la
autorradiografia, la placa de rayos X se colocé en revelador Kodak GBX durante 3-5
min. con agitacién y se enjuagé 1-2 min. con agua corriente, despuds se fij6 durante
2-3 min. con agitacién en fijador Kodak GBX. Después de la aﬁtoradiograﬁa, se lavé

la pelfcula abundantemente con agua y se secé a temperatura ambiente.
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V) RESULTADOS

MORFOLOGIA

En la figura 10, puede apreciarse el efecto del NMDA (150 pM) y el KCI (40 mM),
sobre la morfologfa de las CGC a los 5 DIV. Estas células recibieron el tratamiento
alos 2 DIV (48 h después de que se han sembrado). En esta figura, pueden apresiarse
las diferencias que cxisten entre las células control (A), y las células tratadas con
NMDA (B) y KCI (C); en A), las células se observan dispersas en el medio, con
procesos sindpticos débiles, en tanto que en el caso de las células que han sido
tratadas con NMDA y con KC), se observan ciimulos de células con grandes somas y
pracesos sindpticos fuertes. Se ha visto que después de los 7 DIV las células control
degeneran casi en su totalidad, mientras que las células tratadas con NMDA y KCl

sabreviven y ain se observan en buenas condiciones.

ACTIVIDAD Y NIVELES DE AAT Y GAF

Resultados previos muestran que el NMDA y el KCl inducen Ia activacién de la AAT
y la GAF sin modificar a otras enzimas tales como la GLDH (fig 11). Esto indica que
estos agentes inducan la diferenciacién de las CGCen cultivo. La activacién de estas
enzimas estd mediada por un aumento en los niveles de las mismas (fig. 12). Se ha

obser\{ado que estos efectos s6lo se presentan en las CGC y no en otras células.
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Fig.13 Efecto de NMDA y KCl en la morfologia de las CGC a los 5 DIV. En B)y C) las células han sido
tratadas con NMDA (150 pM) y KCI (40 mM) a los 2 DIV,
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general de la célula.
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PURIFICACION Y DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA DE LAS
ENZIMAS

El producto de la purificacién y digestién de las enzimas que se utilizaron en los
-
experimentos de hibridacién, se muestran en la fig 13. Puede observarse que la

digestién de los insertos fué totaly sin contaminacién por DNA plasmidico.

PM A B C

- 18KB

13K
0.569KB

Fig.13 Digestién total del producto de la purificacién de las sondas de las enzimas:
a) aspartato aminotransferasa (AAT2, mitocondrial, 1.3 KB), b} glutaminasa activada
por fosfatos (GAF, citos6lica, 0,669 KB), ¢) glutamato deshidrogenasa (GLDH,

citosolica, 1.8 KB), La enzimas de restriccién que se utilizé para las digestiones fué
EcoR1.

CARACTERISTICAS DE LOS INSERTOS

El peso de 1a AAT2 utilizada en los experimentos es de 1.3 KB; sin embargo, la
secuencia reportada hasta el momento en la base de datos consultada (GeneBank) es
de 0.3 KB, (fig. 14). Para saber si este fragmento (que es lo que hasta el momento ‘se
ha secuenciado) corresponde al gene de la AAT, se alineé con otra sec'uencia de AAT,
también mitocondrial de humano (tabla I). Se buscé también la similitud entre
diferente.s secuencias de AAT mitocondriales y citosélicas de humano y de rata, y

.

posteriormente se compard cada una con la AAT2 mitocondrial de humano que se
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purificé.

En el caso de la GAF, no fué necesario comparar la secuencia, ya que esta enzima
idnicamente se localiza en citoplasma. El fragmento con el cual se trabajé, proviene
de cerebro de rata, lo cual nos permita sugerir que existe una alta probabilidad de
obtener una sefial de hibridacién en nuestros experimentos (fig. 16 B2) . La GLDH
ge utilizé como sonda control, ya que no se modifica bajo nuestras condiciones

experimentales (fig. 12C).

OBTENCION DE RNA TOTAL

La figura 15, muestra el patrén electroforético del RNA total obtenido a partir de
homogenados de células granulares de cerebelo en cultivo a los 5 DIV. En cada une
de los experimentos de hibridacién se utilizaron diferentes membranas; Al
corresponde a AAT, A2a GAI'; y A3 a GLDH. La cuantificacién de RNA total de cada
muestra, se hizo por densitometrin; posteriormente, se hizo una curva contra
concentracién con RNA de cerebro para corregir las sefiales por RNA total. Estos son

los resultados finales de 10 experimentos de extraccion).

NIVELES DE RNAm DE AAT (REPLICAS TIPO NORTHERN)

La autoradiogrdfica observada en la figura 15(B1), muestra la banda correspondiente
ala MT2 (el tamafio del RNAm es de 2,000 nt), obtenida después del proceso de
hibridacién. El peso de 1a banda es de 1,995 KB, y se determiné midiendo la distancia

de migracién de los marcadores de pesos moleculares, y midiendo la distancia de la
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banda en la autoradiografia con respecto a los RNAs ribosomales. Estos resultados
indican que esta banda corresponde al mensajero de la AAT. Puede observarse que
la densidad de la misma aumenta en el caso del KCl, en tanto qué para el NMDA, no
se observan diferencias con respecto al control. Cuando estas bandas se analizaron
utilizando un programa computacional (Collage), se encontré que no existen cambios
en los niveles de RNA mensajero en células tratadas con NMDA y KClI con respecto
al control (fig. 16A). La cantidad de RNAm fué de: 81.87+18.7 en células tratadas con
NMDA y 123.97+25.3 en células tratadas con KCl (fig. 17). El numento en densidnd
observado en el caso del KCl, puede deberse a que la cantidad de RNA total corrida

en el proceso electroforético, sea mayor que en el caso del NMDA y el control.

NIVELES DE RNAm DE GAF (REPLICAS TIPO NORTHERN)

La autoradiografia mostrada en la figura 15(B2), muestran la banda que corresponde
a la GAF (el tamaiio del RNAm es de 6,000 nt), obtenida después del proceso de
hibridacién. El peso molecular de la banda es de 5,011 KB, el cual se determind
utilizando el mismo procedimiento seguido en el caso anterior. En este caso puede
observarse un aumento en la densidad de las bandas correspondientes al NMDA y al
KCl con respecto al control, lo cual se corrobora al analizar los datos
computacionalmente (fig. 16B) Los valores de la cantidad de RNAm son de 178+15.3
en el caso del NMDA yde 175£20.2 en el caso del KCl con respecto al contro} (fig. 17).

Esto indica que estos agentes inducen un aumento en los niveles de RNAm en estas

células,

41



NIVELES DE RNAm DE LA GLDH (REPLICAS TIPO NORTHERN)

En la figura 15(B3), muestra la autorradiografia obtenida de los experimentos de
hibridacién con la sonda de la GLDH, la cual se utilizé como control. La cantidad de
RNAm fué de: 114.3x17.1 en el caso del NMDA, y de 133.2+28.6 (fig. 17), en el caso
del KCl. Como puede apreciarse, existe una pequeiia modificacién en los niveles del

mensajero, pero no son significativos (fig. 16C).
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BASE COUNT
ORIGIN
' 1 gaaaccaggc
ccagtgggtg
61 aagcctgaac
ggtaccaccc
121 tgecgecgetg
caaagggagq
181 aggtccaacc
attcaagagg
241 atgccgagat
gggtgagggt
301 acagcatcag
3?gtggagtt

</PRE>

106 a

85 c 87 g
cgcaataagt ctacatggtt
ccagctagca gcacgcaaag
gactcacagt gtgagatgag
gggcagagac aacatcccaa

aaagtacagt ttcctactct

cagaaaatta tgttcttcat

/gene=&quot ;D165427B&quot ;
/map=&quot; 16&quot;

82 t
agagcagatg

cctagaatat

aggctgcaca’

ctggagaaac
ccactattct

tcttaaatta

gtggttcttt
cectetttect
ccacattcaa
ttgcactate
ttgctgaaaa

aatctcgata

Fig._ld Secuencia de nucle6tidos de la enzima aspartato amminotransferasa (AAT2, mitocondrial,
purificada a partir de hipocampo de humano, clave de acceso: GeneBank-M86145).



TABLA 1

ORGANISMO PURIFICADA A CLAVE DE ACCESO
PARTIR DE: (GeneBank)
Humano Hipocampo M86145
(Mitocondrial)
Humano Higado M22632
(Mitocondrial)
Humano Higado M37400
(Citopldsmica)
Rata Higado Do0252
(Citopidsmica)
Rata Higado
(Mitocondrial) M18467

SIMILIUTUD E IDENTIDAD
(%)

M861456 M22632. 98.63
M22632 M37400 - 47.28
M22632 D00252 - 60.60

M22632 M18467 - 81.00

Tabla I. En esta figura se muestran las caracteristicas de la enzima aspartato aminotransferasa
(AAT) de diferentes organismnos. Se muestran también los porcentajes de similitud e identidad que
existe-entre las secuencins de nucledtides arriba descritas comparadas con ln AAT2 (M86146) cbtenida
comercinlmente de "American Tipe Culture Collection". El primer apareamiento se hizo con esta
secuencia (que tiene un tamano en KB de 1.3, de los cuales sélo se han secuenciado 0.3 KB), con
M22632; dado que la eimilitud es muy alta (98.63%), se tomé esta dltima como referencia para
aparear ol resto de Ins secuencins.



A EFEZTO DEL NMDA'Y KCI EN LOS NIVELES DE RNAM
PARA LA AAT EN CULTIVOS DE CGC
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Cc EFECTO DEL NMDA Y KCI EN LOS NIVELES DE RNAm
PARA LA GLDH EN CULTIVOS DE CGC

NIVELES DE RNAm (UDO)

CONTROL NMDA KCi

Fig.16 Efecto de NMDA y KCl en los niveles de RNAm de: A) AAT, B) GAF y C) GLDH.
Los resultados se expresan como nnidades de densidad éptica.
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Fig.17 Comparacién del efecto de NMDA y KCl sobre los niveles de RNAm para AAT. GAF y GLDH
en CGC en cultive. Los valores se expresan como RNAmM\RNAL.
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Fig.15 Patrén electroforético de RNA total y autorradiograffas obtenidos a partir de CGC en cultivo
de 6 DIV. Membranas correspondientes a: A1) AAT, A2) GAF, A3) GLDH, Northern blats (réplicas

tipo Northern) correspondientes a: B1) AAT, B2) GAF, B3) GLDH. Las placas autoradiograficas se
expusieron 48 h,



VI) DISCUSION

Existen evidencins de que ¢l NMDA y el KCl, promueven la diferenciacion de las CGC
en cultivo, utilizando como marcadoras de este proceso la actividad de la AAT y In
GAF, como enzimas marcadoras (Mordn, J., Rivera-Gaxiola, 1992; Morén, J., Ad.,
Patel, 1988a,b).

En el presente trabajo, se estudid el efecto de estos agentes sobre la activacién de
Ja AAT y Ia GAT, evaluando algunos de los mecanisinos involucrados en los procesos
tréficos que se cjercen en estas células en cultivo, Se sabe que la activacién de estes
enzimas, inducida por el NMDA y ¢l KCI, son el resultado de un aumento en los
niveles de las mismas (fig. 11); para conocer los procesos que desencadenitn estos
fenémenos de diferenciacién, se plante6 la posibilidad de que estas condiciones
indujeran la activacién de tnecanismos de regulucién génica especifica a nivel
transcripcional. Para cllo, se inidieron los niveles de RNAm de ambas enzimas.

En el easo de la GAF, los resultados muestran que existe un aumento en mensajero
de esta enzima en células tratadas con NMDA (150 uM) y KC1 (40 mM) con respecto
al control (fig. 16B). La autorradiograffa muestra una hibridacién inespecificy; sin
embargo, en la sefial que se tomé como referencia para realizar los calculos, es la
banda que corresponde al mensnjero de la GAF y es también, la banda con mayor
densidad 6ptica, En el caso de la AAT, los niveles de su RNAm parecen no
modificarse bajo estas misinas condiciones, aunque tanto el NMDA como el KCl

inducen su activacién y aumentan sus niveles (fig. 16A).
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Estos resultados veflejan la activacidn de mecanismos de regulacién génica, la cual
puede darse a nivel transeripcional, postranscripcional, traduccional o
postraduccional, Es bien sabido que la expresién génica no es un proceso automiitico,
es un fenémeno que estd sujeto o una gran cantidad de modificaciones. Los
promotores de las eélulas eucaridticas contienen secuencias especfficas para la unién
de factores de trunscripcién (protefnas reguladoras), los cuales a su vez se pueden
unir a otros elementos regulatorios, o pueden interactuar con diferentes tipos de
ligandos. Estos factores pueden sufrir modificaciones covalentes que afectan su
actividad y su localizacién; la unién de todos estos elementos puede afectar la
transcripeién ya que pueden aumentar o disminuir la probubilidad de que la RNA pol
se active. Esto a la vez, puede alterar la velocidad de la transeripcién; como ya se
menciond, existen también eventos postranscripcionales que modifican al transerito
primario una vez que el proceso de transcripeién ha terminado; las modificaciones
postranscripcionales incluyen no séle modificaciones a nivel nuclear, sino tambhién
citopldsmicas, tales comola dégradacién del RNAm maduro. Este proceso degradativo
es también un mecanismo regulatorio, y existen muchos factores intra y
extracelulares que pueden modificarlo, induciendo un cambio en su estabilidad
diferencial (vida media), y en su recambio (velocidad de sintesis). Otro nivel de
regulacién de la expresién génica es controlar el recambio del RNAm, aquf estd
involucrada su estabilidad diferencial bajo diferentes condiciones. Existen una gran
cantidad de factores que alteran la velocidad de degradacién de los RNAs mensnjeros

de varias protefnas (Block, M.L. and Shapiro, D.J., 1983; Alterman, R-B, et a, 1984;
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Baumbuach, L.L, Stein, G.S, y Stein, J., 1987). Es probable que en el RNAm de la
GAF, esté sufriendo una modificacién de este tipo, inducida por el NMPA y el KCI,
que se refleja en el aumento observado en sus niveles; el NMDA y el KCI, podrian
estar modificando la velocidad de recambio de este mensajero, es decir, su velocidad
de sfntesis; dado que el efecto del NMDA es dependiente de Cu® (el cual se considera
con1o un segundo mensajero), cs muy probable que éste estimule la activacién de
proteinas que a su vez induzean la fosforilacién de otras proteinas celulares que
podrfan funcionar como factores de transcripeién y modificar asi Ia velocidad de
recambio del mensajero de esta enzima. No es dificil suponer que exista una alta
probabilidad de que esto suceda en nuestro modelo, ya que existen algunos ejemplos
que indican que el NMDA puede inducir la activacién de mecanismos de regulacién
génica in vitro induciendo asf 1a diferenciacién bioquimica y la sobrevivencia de los
células granulares (Bulleit, F.R., Cui, H., Wang, J. and Lin X., 1994), También se ha
visto que el NMDA y el KCl, aumentan los niveles de los RNAs mensajeros de
algunos genes de respuesta temprana tales como c¢-fos, c-jun y zif/268 durante el
desarrollo de estas células in vitro (Copani, A., et al, 1994).

En cuanto a la AAT, dado que su RNAm no se modifican bajo esta mismas
condiciones (fig. 16A), aunque sf existe un aumento significativo tanto en su actividad
como en sus niveles inducido por el NMDA y KCI, se podrfa sugerir que estas
condiciones puedrfan promover un aumento en la estabilidad del RNAm. Esto
fenémeno de regulacién, estd relacionado con los procesamientos que sufre el RNA

antes de salir al citoplasma, tales como 1z adicién de una cola de adeninas en su
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extremo 3'. Aunque los mecanismos de adicién de adeninas (poli-A) de muchos RNAs
mensajeros recién sintetizados ya se han caracterizado, se desconocen aiin muchas
de las funciones de esta poliadenilacién. Sin embargo, hay evidencias que sugieren
que podrfa estar involucrada en varios procesos de regulacién, tales como el
procesamiento nuclear de] RNAm y su transporte al citoplasma, modulacién de la
traduccién y recambio del mismo (Brawerman, G., 1981); también se sugiere que In
poliadenilacién protege a muchos RNAs mensajeros de una rdpida degradacién
citopldsmica (Nepveu, A., et al 1987). Las moléculas con 32 o mds residuos de poli-A,
tienen una velocidad de recambio menor que aquellos que tienen menos de 30
residuos, los cuales son aproximadamente 10 veces menos estables (Mercer, J.I°.B,,
Wake, S.A, 1985). Se sahe también que los RNAs mensajeros de los genes de
respuesta temprana, tienen pocos residuos de poli-A y su degradaci6n es muy rdpida
(Swartout, 8.G., Kinniburgh, A.J., 1989; Wilson, T, Treisman, R., 1988).

Existen moléculas que inducen la elongacién de los residuos de poli-A aumentando
asi la estabilidad de algunos mensajeros, esto sugiere que existen mecanisinos de
regulan la remnocién y adicién de poli-A, y como consecuencia de ello, alteran la
velocidad de recambio del RNAm. Es probable que el NMDA y el KC, actiien de
manera parecida a los glucocorticoides o a otros agentes, promoviendo la elongacién
de las poli-A, o bien promovie;ldo la unién de alguna protefna reguladora a la cola de
poli-A, aumentando asf la estabilidad del mensajero.

Una posibilidad alterna que explicarfa la incongruencia entre un aumento en la

actividad y en los niveles de AAT, y la ausencia de un cambio en los niveles de
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RNAm, podria relacionarse con la sonda de AAT utilizada en este estudio. El tamano
del inserto en kilobascs es de 1.3 (esta sonda se obtuve comercialmente de ATCC y
se purificé a partir de hipocampo de humano); la secuencia reportada en la base de
datos utilizada (GeneBank), es de 0.3 KB (fig.14). Los resuitados de las
comparaciones de similitud (las secuencias que se compararon corresponden a
secuencias de nucle6tidos de AAT tanto mitocondrial como citopldsmica de humano
y de rata, ya que el material molecular con el cual se trabajé, procede de estos
organismos) nuestran que este fragmento corresponde al gene de la AAT (Tabla 1).
La similitud que existe entre secuencias de AAT mitocondrial de diferentes
organismos (humano y rata) es muy grande, en tanto que la que existe cntre las
secuencias de AAT citopldsmica, es baja. Las diferencias de similitud entre estas
secuencias podrfa indicar que esta protefna es codificada por dos genes diferentes, el
producto protéico de uno de estos genes, se tranlocard a la mitocondria en tanto que
el producto del otro gene, tendrd una localizacién citopldsmica; o bien, podrian ser el
producto de un mismo gene y modificarse una vez que el transcrito primario sc ha
sintetizado {procesamiento nuclear del RNAm), es decir, podrfa tener un tipo de
"splicing” alternativo. Aunque muchos genes producen un sélo transcrito primario y
un tdnico RNAm maduro, otros genes producen muchas formas alternativas de
transcritos primarios y RNAs mensajeros maduros, Los transcritos primarios podrian
iniciar o terminar en diferentes sitios y podrfan tener mds de un sitio de adicién de
poli(A), y los diferentes eventos de "splicing" podrfan inducir el alineamiento de

diferentes subgrupos de exones de un sélo transcrito primario, en tal caso, el exon de
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un RNAm seria el intron de otro RNAm, Una sola cadena de DNA podria asf codificar
para diferentes polipeptidos.

Algunas veces, unn sola célula puede simultdneamente expresar estos diferentes
polipeptidos; en otros casos, el patrén de transcripcién y de "splicing” estd sujeto a
eventos de regulacién que .sc presentan durante ¢l desarrollo. Subsecuentes
experimentos de expresi6n génica concluyen que un gene puede codificar para muchas
cadenas polipept{dicas diferentes que pueden tener funciones divergentes.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en este trabajo, nos
permiten sugerir que el NMDA y el KC] promueven la diferenciacién de las CGC en
cultivo, induciendo la activacién de mecanismos de regulacién génica, a nivel
transcripcional y postranscripcional. Es muy probable también que estos agentes
activen mecanismos regulatorios postraduccionales, los cuales se desconocen hasta el

momento en este modelo.
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VII) CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que ¢l NMDA
y el KCl, modifican diferencialmente la expresion de los RNAs mensajeros de la GAF
y la AAT en CGC en cultivo. Este efecto podrfa estar relacionado con mecanismos de
regulaci6n génica que a su vez, madifican la actividad de las enzimas que sintetizan
al glutamnato como neurotransmisor, Estos ngentes promueve la sobrevivencia y la
diferenciacién de estas célulné, induciendo un efecto tréfico en las primeras etapas del

desarrollo.
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AAT

ADP

Act. D

Asp (L-Asp.)
AMPA

AMPc
APV

BDNF

CNQX

Ca®
Cr
CSC
CNTF

DNA
DNQX
DIV
DAG

5,7 DCK

Glu (L-Glu)
GAMS

Gly

GABA

GO

GLDH

GS

GAP-GAF-PAG

Gln
GTP

HQA
HA-966
HK

ABREVIATURAS Y SIGLAS

Aspartato aminotransferasa.
Difosfato de adenosina.
Actinomicina D.

Acido aspartico.

Acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-
isoxazolepropidnico.

Adenina monofosfato, cfclico.
Acido fosfonovalérico (Acido
fosfonopentanoico).

Factor neurotréfico derivado
del cerebro.

6-ciano-7-nitroxiquinoxalina-
2,3-diona.

Calcio (catién divalente).

Cloro (anién monovalente).
Células granulares de cerebelo.
Factar neurotréfico ciliar.

Acido desoxiribonucléico.
6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona.
Dfas in vitro.

Diacilglicerol.

Acido dicloroquinurénico.

Acido glutdmico.
Acido 1-D-glutamilaminometil sulfénico.
Glicina.
Acido gamma-aminobutfrico.
Golgi (células de...).
Glutamato deshidrogenasa.
Granulares (células).
Glutaminasa activada por fosfatos.
Glutamina.
Trifosfato de guanidina.

Acide homoquinolfnico.

1-hidroxi-3-amino-prolidn-2-ona.
High potassium (alto potasio).
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1P3
Tleu

KA
K*
KCi
Kyn
oKG

LDH

Mal

MF
mM

M
Mg’h
MDH
Mem
MK-801

MOPS
Na+

NADH
NMDA
NBQX

NGF
NH*,

0AA
pCBP2DA

PN
PF

RNAm
Q=QA

Trifosfato de inositol.
Isoleucina.

Kainic acid (Acido kafnico).
Potasio (cati6n monovalente).
Cloruro de potasio.

Acido quinurénico,

o-ceto glutarato,

Lactato deshidrogenasa.

Malato.

Mossy fibers (fibras musgosas).
Milimolar.

Micromolar.

Magnesio (catién divalente).

Malato deshidrogenasa.

Membrana.
(6)-metil-10,11-dihidro-5H-

dibenzol (a,b) ciclohiepten-5,10-imino
maleato,

3-(N-morfolino)acido propanesulfénico.

Sodio (catién monovalente).

Dinucleétido de nicotfn amida reducido.
Acido N-mmetil-D-aspartato,
6-nitro-7-sulfamoil-benzolf)quinoxalina-2,3-
diona.

Factor de crecimiento neural.

I6n amonio.

Acido oxalacético.

Acido 1-(p-clorobenzoil}piperazin-2,3-
dicarboxflico.

Pons (puente).

Parallel fibers (fibras paralelas).
Acido ribonucleico (mensajero).

Acido quiscuélico.
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Ser

ST
SucCoA
SN (SNC)

SNP

Val
VSsce

Serina.
Estrelladas (células),
Suceinil Coenzima A.
Sistema Nervioso (Sistema Nervioso
Central),
Sistema Nervioso Periférico.

Valina,
Canales de Ca® sensibles a voltaje.
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