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RESUMEN. 

El objetivo del presén1:~ trabajo fl~é estudiar ~l efecto de 

Ó<=-:-.tr:io y-

d8l lantano sobt·e dichc1 8fecto. Es~e 8studi1:1 E1pot·ta datos sobre 

las cat-c:i.ct~:=t·í:::,tJ.cas funCJ(:inc.1le·::.:.. i:I~.! le.\ rnc•léc1.1lc:i. t.t·;;::in:;.;¡.:·ot·i:.cti:lor·i~1 dt:~l 

nervioso cet1tral~ 

Se emplearon s1r1aptosomas de cerebr·o completo de ratón, en 

dot1de se midió la captl~ra de GABA marcado rad1cractivamente con 

La captura de GABA se midió bajo div8rsas condiciones que se 

enlistar1 a cot1tinuación: lantan•:1 50, 100 y 200 pM; t"OJO de 

rutenio 7 y 20 µM; nifedipina 1 y 10 µM EGTA 0.1 y 1.5 mM; EDTA 

1.5 mM estos dos últimos con y sin calcio y 1nagt1es10~ EGTA 0.1 mM 

con rojo de rutenio 20 µM; y EGTA 0~1 mM con lantar10 250 µM~ 

Lo5 resL1ltados obtenidos mL~estrat1 que el rojo dE rut~nio y 

de GABA en sinaptosomas, mientras que la nifedipina t10 la afecta~ 

Por otro lado el EDTA y EGTA in~1it1er1 la captura de GABA 

cuando no hay calcio t1l magnesio et1 el m~dio. Dicha inhibición se 

reviert~ cuar1do estos ca·tiones estan en 8Xceso en el medio, o 

cuando hay rojo de rL~tenio 20 µI~ c1 l8ntano 250 µM. 

Se concluye que las cargas negativas que 58 encue1~tran en la 

superficie de la membrana -y qL~e probablemente son del 

siálico, que se sabe que esté it1volucrado en el proceso de 

neurotransmisión deben neutralizarse con calcio u otro catión 



par·a que Pueda funcioti~1~ ~t1 forma adec1.~ada el acarreado1· de GABA~ 

La inh1bic1ón er1 l0 ~8Ptl~t·s d~ GABA prodltcid8 por rojo de 

rutenio o lan·tano se Pt~ede exF·licar por l~ 1.~niór1 de dichos 

cationes ELl sitio de sodio del acar1·eador de GABA~ impidiendo así 

el correcto fl1t1c1onamiento del mismo~ 
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INTRODUCCION. 

I~55t:1~1::~.J.i~Ji~9~2 ~;J~.:J~ 2.1 .. :~t~~!I!ª t:!§!l".Yl.';!;~g.:_ 

El si~ti::!rna ne1·"\/10:;.o •:1s ¡::•1::1t· rn~?.dío del cual. la 111.::1yor·ir~t c.18 J1::-•s 

cc1pE1ces cl12 pen·:::cit" ~ c::1·pei1·· v senl:.it· erni:1c:icines:- entt·c:.' ot:.1-·c..'.:. rn1.1chc1s 

act.ividad12s. Todc1 e'·?..to lei t·er.:1l1·~~ci con t.1·-~?::. ·f1~nc1•.:ir·1;;:o::;. bá~::-1c~::ts.: lt::\ 

sen~,ot·ia1 :> lr.:1 inl:.e·:.:irai~.iVci:o v .l¿1 moi:.i:-.:t1··a. 

La función set1sor1al e~.tá 

especializados para capt.ar infot·mac1ón: la vista:i el 0J.ft:1t.O:i li~ 

audición, ~l gusto y el tacto en·tre otros. En los t·eceptor·es es 

donde 98neralmente se inicia la actividad del sistema nervioso. 

Una senseción puede provocar una reacción inmeijiata o biet1 l~ 

informs1ción recibida se almacena pera det8r·minar una reacción a 

La función integrativa consiste en el procesamiento de la 

infot·mación recibida a tt·avés de los recepto1·es sensoriales. De 

+:TuSi:.él infot·macion, se selecciona aquella qt~e es importante y se 

para dar la respuesta rnés adecuada~ o bien puede utilizarse en 

procesos de mayor cornplejidad como es el pe11sBmiento. 

La ft1nción rni:•t.ot·a es 121 ·=11Ae se 1.-E!fie1-8. r.:1.1. c 1:rntrol las 

actividades corporales y resultado de la actividad 

ne1Aront:.~l. Las funciones motoras se realizan por estructuras 

proceso es la que da respLJesta a las se~ales recibidas por los 



sistema r1erv1oso 

centr·al CGuyton~ 1~871. 

El sistema nervioso se ha clas1f1cado para su estudio en dos 

y el 

conforrnado por 18 rnédula esp1r1al y el cerebrc·~ el cL~al realiza la 

fL~nciór1 integrativa. 

s.eres vivos~ en él se dan la'.;; funcic:n~.:=.:!S re·::iul.c:.1cJ01·<-::i.·s s.1Jr-·e1··io1·es~ 

no sólo de todo el sisterna nervioso en gerieral, sino de todo el 

son las células que se considerat) ci::crno 

unidad a1~atómic21 y fur1ciot1al del s1stem2t n9rv1osa~ Las célula-::. 

son las ql~e dan sostén y rnanten1m1ento a 1 <;1.s n•=ui·onas. 

la respuesta de las neL~ronas e incluso se ha observado que 

... 
j 

-¡ 
_¡ 
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Las membranas biológicas se caracteriz~t1 por est.ar ·formadas 

proteínas inmet·sas. Tar1to los fosfolíp1das como las pr·oteír1as 

it1tegt·a1es son molécl~las at1fip~t1cas~ es decir, que tienen l~na 

por·ción hidrofób LCé'.1 

fosfolip1dos formen blcapas al estar e1~ contacto con el ag1;a~ 

dejando las partes hidrofilicas~ constituidas por li::is grupo-.:z. 

fosfato, expuestas~ y las hidrofóbicas qL~~ son ácidos grasos, en 

La porci61~ hidrofilica de algunos fosfolípidos, así como de 

algunas proteínas, posee polisacé1~1dos que están ~nicamente en la 

cara externa de la membrana; a los lípidos que las poseet1 se les 

denomi~a glucolipidos y a las proteínas gll~caproteinas 

1). 

< F i s.hrnan, 19::::6). Los glucolipidos ele mayi::ir- cornplej :ldad 

estrL1ctural son los gangliós1dos~ los cuales tienen L~na o rnés 

moléculas de ácjdo siálico asociBdos a Sl~S az~ca1·esu El ácido 

carboxilo disociado~ lo ·~ue da una carga negativa neta a los 
., 
l .. 5 



Lees gat1gJ1ós1dos son espec18lrnent.e abl~ndantes en las 

ele J. :í.p1do'.:.::. 

•3¿\n•;:1 l 1 (~.1s idos 

L.1:1~. rná·z t·i:::F·t~~:::sentc\t.i vc:•s ;~~:=: d~:~ni:'.lrninc:i.1·1~ (.1Ml. ~ Gt- 1 :.;::~ C1M:::.1 .. t3L .. ~, y GT:t, 

1<:1$ let.1"2\S S1~ t"•2fl~~t-~:=n C:\l n1~~ff1E!t"C1 rji:~ t"12Sli::IUCr?.. (\~~ ác1clo ::;.1á] ico •::¡U1:~ 

~~ay en el gangliósido <M=rnono; D=di; y T=tril. 

azúca1·es presentes y 5. Los principales azúcarQS que poseen los 

N-acet1l galactosamin~ (Albet·ts, §i §!., 1983) <Figura 2>ª 

El ácido siálico t.iene muy diversas funciones en las 

membr·anales, ya que parece estat· involui::t·ado en 

actividades que afectan el desarrollo y la f1Anción celulat·~ Se t1a 

informado que el ácido siél1co es un factor importat·1t.e et1 el 

1 '.'174 

Jeserich §t ª!· 1981), et1 trabajos 1~ecier1tes se t1a relac1onado 

CW1erasko y Seifert, 1984; Zaleska y Erecinska, 1987). 

Cada net~rona genera, como toda célula, un potencial de 

reposo, el cual est~ dado por la dist1·ibuc1ót1 ~sim~tt·ica de 

cargas a lo largo de las partes 1r1terr1a y externa de 1~ membrana, 

dicha de da n•2-;;1ativo 

c:tF·1·0::-drnadc:1rnt=1nte de -601ftVa 

La estimulación eléct.rica de la neurona, 



Cucinclo 

t.er·rnint.::11 se des~ticadenan los procesos r~sponsat)les de lo-

liberaciór1 de neurot.t·ansmisores, lo cual ocur·r·e et1 el sjtio d~inde 

se establece una relación er1tre dos neur·on~s que se denomina 

está mediada por dichos neurotransmisores por lo cual se llaman 

sinap·::;is qu:l.rnicas.. <Boni 1 lE\, 1985) 

Para q1Ae una rnolécula sea considerada como n~llrotransmisor 

debe cumplir con deter·m1t1ados cr·iterios qtJe han sido est.ablecidos 

1::•.;:ir Werrnan <1·:11;.6) (citc:,do en ~;an.jc1•1al y LB.t"t:1~ 19::::3) li:•s cuales i:;e 

ent~rneran a continuaciót1: 

1. Identidad de acción: el transmisor debe inducir el mismo 

rest~ltado gue el tt·ansmisor- 1~atLJr~l en la célL~la pcists i nápt i •=Ei .. 

debe modificar a tr~vós de los r01~rn0s mecanismos la 

.2 .. Presenct8 . 

t.r·ansrni'.::::•:1r r=·t1tativ(:i en la neut-i:1na que lo p~· 1:1duce. 

3. Inactivación. Pr·esenc1a de un sistema determinat1te de la 

elim1t1ación ,jel trans1n1sor L~na vez efectuada su acción. 

4~ Presencian El transmisor propuesto debe estat· p1~esente en 

la neut·ona que lo produce y encontrarse potencialmente accesible 

7 



5. L1be.rz.~i:1ó1-1 d~.2.1 tr\"..-1nsmi·-;,cit· dut·r...nt(? 1-~st1m1~lc:lCi(:w1 nf~rviosr.:t .. 

6. 

Los neur·otransrnisores pueden s~t· excitador(2S 1) inhibidores 

una hiperPolarización es 

disminuye la l1abilidad de la neu1·ona P8ra ger1erar un potencial de 

t:l1=c i ón <Ki:1t·1d~:.1, §:!· §1 · ;s 19:35) " 



O• Azúcar 

Glucocálix 

FIG l. ESQUEMA DE UN FRAGMENTO DE LA MEM3RANA. 

FIG 2. ESQUEMA DE LOS PRINCIPALES GANGLIOSIDOS 
Glc=Glucosa; Gal=Galactosa; GalNAc=N-acetil galactosa 
mina; Siálico~Acido siálico. 

CH3 
1 
c=o 
1 }---o 
NH CHOH \ COO? 

OH 

FIG 3. ESTRUCTURA DEL ACIDO 
SIALICO 



la enz 1 rnr::i 1;1ABA- tt· .c11··1=:.r.:1.101 nc::1-:=:.~·- (1::'iABA-T! 

semialdehido Sllc•=ín1co y gll~tamato CTap1a, La 1:>ABA-T 

act~a en ~l interior de las célL,las tras la t·ecaptl~ra del GABA, 

proceso con ~:=l que f1n;i.l 1za la t"1•?:!t~t-.::itt·a1·1smi~:,i .. ~1r1 y d81 ·::ir.Ae si::: dar·1 

mayores detalles més adelante" 

Se han disi~ing1Jido dos tipos diferentes de receF•tores 

Uno de ellos, el receptor GABAA~ es 1.~n sit.io de 

varias 

subLAnidades modllladoras en o cerca del sitio de reconocimiento o 

El segLlndo tipo~ lJ.amado GABAa~ par·ece ser presinéptico y 

posee un sitio de reconocimiento asociado a un canal de calcio 

<Enna y G;;d 1 ;;19her, 19:33) • 

En la fi9urc;1 No. 4 pi:uj~~ííl('.IS obse1·MV81·· corno ~21 (JABA ·:¡ue ha sid.:1 

libE!t-ado dE'~ la tet-mi1·1al pres1nápt1ca;r 1nt.er.~1r::t.1.'.~c:t ci:in st~ t·~~ce¡::.t.or 

y una vez libre en el espacio sinéptico:- es 

capturado por la terminal, o bien por la glia, 

mues1~ra la captura~ indica también la t1ecesidad de sodio y de 

•=lcir1:1 en •2st.~? Pfei1=eso <Iversen y l<elly, 1'd75) (!versen y N~2al, 

196:::>. 

1 (1 



que a su vez es d~scarbo:~1lado i~or· l~ 9lutarnato 

glutamato descarboxilasa. 

F 1 G. 4. MECAIJ 1 SMO DE LA TRAtlSM 1S1 ON GABAERG 1 CA. 
GLN= Glutámico+Grupo a~ino; GLU=Glutámico; PAL= 
Piridoxal; PLP=Fosfato de piridoxal. 

11 



l~ despola1·jzaciót1 

incrernentarEe la 

J.1berc:.\Ción 

dependiet1te de calcio, se ha d8scr1to l'na libera~ión de GABA 

por un acarreador· que tiene las siguientes cat·acterísticas: 

CE1···=:cinska, 19:;p). 

1 .. E::-=:~·1ibe le:\ 1=inétic~t de Micl·tc:-1.t=l i.~.-Menten. 

2~ Conduce a una acumulaciór1 de GABA en el interio1· de la 

célL~la que d~ una concentración 3 a 4 veces maYot· que en el 

3. Ut.iliza energía por un proceso que no 

4. Requiere de iot1es sodio (LaJtha y Sershen, 1 '375) 

<Blat~stein y Kino;i, 1976). 

nel1rotransmisor, 

son: el cicido hidr1:1>::i··y-;::.rninotiutít·ico (Hi t:;:~ernann y Loh, 197:3), t~l 

á•=ido diarn1no-tiut.:it·ico (Et·~~cinsk1::i. ifl ª1· ~ 1"9:36> ~ 1::: .. 1 ácido •.::is-3-

CNea1 y Bowery, 1'?.177)' 

<Wh1te y Snodgrass, 1983>~ y el écido hipecótico 

( Kanner :- 1 ":f:.::~j) , entTe ot.r os. 

El pro~eso de captura de GABA tiene dos componentes, uno de 

12 
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J 
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clcot"c•: 1 13ABA (l<anner, 1·::i::=:::3), 

La importancj.a d8l sodio eti el sistema d8 t.ransporte de GABA 

se rnanif iest.a claramente por el hecho de que si la concentra•=1611 

de este ión en el medio dism1nL~Y~ de 120 ó 140 mM a 60 ó 70 mM, 

se inhibe la C<faPt.tH·a ,je GiABA en un ~so¡; y s1 =·~= ·~l1mina t.cit.c:dmi::~nt.i:2 

sodio del rnedio, substituyéndolo pot· litio, 

1973) 

Con la captttra se llevs1 a cabo el cumplimiento de t.res 

ft~n·=i 1:1n•2s irnp1:11··tant•:=·=-~: <Et·ecins.kc:i, 1'387) 

1. Terroit1a1' la neL~rotransmisión~ 

2. Mante11er constantes y bajos los tiiveles de GABA en el 

espacio s1népt.ico, para permii~ir que la membrana postsináptica 

sea afectada por el GABA solo cuando la célula pr8sináptica lo 

3. Con~~rv~r las molécL~las de GABA y reducir la nec~sidad de 

la sír1t.•:sis g~ t}Q.Y.'.2 ele las rni':::.rna:.=,., 

- ~·- -'"·-~·--·- -.,:< .... ~~ ---····--.-. ~,,, .. __ .. , .• ,.,~~--·· 



~~!. It:ªtJ.22~~t::.if: s-1§'. s2l~!º § i.r!bl.t:.!_~'.2!:.'E:~ ~~l ~!~!.!'!2!'.. . .::.. 

El sod1.:i:. el Pc•t.r::·r~10:. el rn2v;n-if=·s10 y ~:.:l cr.1Jc10 son i:.:i.t.i(.:itv:~:s.: 

El c~lc10 entre 

sistema, por eJernplo: 

3,\ 1''1étnti•::!n•:= unr.:i-. p1~f·:n..:'7!~.1bj. l. idad noi·-rnc-i.l en li:I. rnernbt-2na. 

b) F't-eot.E:·:.l~.2 t..-1 l ;-1..'=:;. célula.:::. 1rnpí1:iieni:li::1 qtJe '.:;12 l 1'.:::.1:?n ¡:•1:11·-

e) 

nt29ati vc:i.s 

d) F'rodt~ce la 

'y' l<i fi:~t·' 

volt¿~je ~n neuvona-;:.~ lo·:s cutt.le·::; se h¿in d1~nornin;:;1do 11 L 11
, 

11 T 11 y 11 N1
' 

·::1ue se sí l.:.anto f'uncional 

El canc:1l 11 L 11 se ...=:1ctivc• solo <::1 

intensas, que alcancen un Potencial más positivo de -lOmV~ 

rnientr2\s el 11ru 

despolarizaciones que l lev .. :2n el 

más posit.ivos de -70mV~ Los canales d~l f:.ipo "N" 

reql~ieren despolarizacioties it1tetisas, similares a las que act1va1~ 

a li:is can.c:'\les 11 L" IMc Cleskey §l ª!.,19871. 

El c¿ .... nal 11 L 11 es se1 ... 1sible a dihidr·i:ipir1dit"1E1s d~~l tipo d•:=. la 

ni fedipit·1a y la t)1trend1pina, así y al 



1 .. 0S 

c8lcio SQr1sjbles a dihidrop1r1dinas no son .los que están 

di t~ect.Bmer1t.•:2 p1·oc:~::-.':::.·,.;:. d1~ 

n•:1 .t:-tf121::tt:1 a J. os. c-?.nal es. 11 l. 11 • E?::.l:.o i:::•s. e:. :el 1As i vo d1~ l teJidi:t:i 

y21 .::¡u1;;: ·::~n mt:~scu lo no ·z,e af~"2C:t(;:1.n J. os c.:ana l ~~s. 11 L 11 por ésta tr:1::-::ina 

(!Ylc C:le~,key '~t. 21·, J.9:::7). l_o·-:. cr.H·r.:~li::::·:: 11 PJ 11 1: .. ;:\rnbién si:::it·1 bli:ique.::1do-.=~ 

por catiónes inorgán1cos como CobaJ.t.o, Mang~t1eso, L_antan1~ y el. 

y ''N"' sobt·et.ocJo l 1:rs est.án 

relacionados con la liberación de neurotransmisores. Los canales 

11N11 se 

c8nale-=:. 11 L 11 ~l~e parec~r, encon~rar·se predominantemente en 

unirse a membranas biológicas y es opaco a los 8lectrones, pcrr lo 

que ha sido usado para la tincion de pr·eparaciones 

15 



rnlcr·oscopia ele~trót11c~. 

\.'i;;'.t·1 1:·;.:. t1po'.:;:. cJi::: c4':lu:12s ce 1:1~ i:-)r•;ié.nul·:¡·::. ci:.~luJ,:::,r-e:E. i:::1:11no .le:,':::.. 

mito~0t1dr1as, el r·oJo de r~~tenio in~11be el transpot·te de c@lcio 

s. 1 naptosornc~. l €!S 

capacidad de ir:h1b1r e.l tt·ansporte de calcio en t~r·rninales 

nervio:;as, el 

GABA poi·-

despolarización y dependiente d8 calcio <Meza-Rulz y Tapia, 

1 ·:n:::¡. 

A~n no se ha determinado con certeza el sitio de unión del 

podría u1~1i~se al écido siálico, que en terminales ner·viosas son 

muy abundantes CWierasko~ 1986). 

El lantano es un catión trivalente del grl~PO de las tierras 

rE1ras, que al igl~al gl~e el t·ojo de rut.enio se L~ne a membranas 

biológicas e ini~erfjet·e cor1 los sitios del calcio CWeiss, 1974). 

El por su tama~o, densidad de carga y 

tiene mucha más atracción electrostética por los sitios aniónicos 

de la membrana que el mismo calcio1 por lo que es u11 buen 

El l ant.c:-\no, igual que el roJo de t"LJten10, :tnhibe l.r.:.i. 

captL1ra de calcio estimulada por despolarización, y por tanto la 

liberación de BABA dependiet1te de calcio <Tapia~~ ª1' 1985 b)n 

16 



J 

')!.!.!'- t~}:¿i~tSC!'.t§:§. •d§ ~~!1.S.!S..'. 'i ~s·;¿r1'ª?d:.12.~ 

Un qL~ela~)t.e es Ut)a rnol~cula que tlet·1e la c~~alidad dG att·apar 

E~spec i f i c~:1rfl~t"i"t-8 (·~ i 1~t·t.c1!:", i •:•n .. ~s c:i J. f ot· rn;:, r un cornr-· 1 ~"2j ..-:i q1.~i:::- l at·1l:.i::=-·1 {in. 

entre ambas partic1Álas. 

El ácido etilen-diaminotetrR-·acétic1J tEDTA> 

<Bel 1.. 1977) • 

17 



ANTECEDENTES INMEDIATOS Y OBJETIVO. 

i nh i b i 1jor· .::i.. 

liberaciór1 de GABA dependiente d~ sodio. Estos resl~ltados se 

la En ayset1cia de calcio y magr1esio en el m8dio, los 

qL~elantes de calcio corno el EGTA, 

liberación de GABíl" 

2. Esta liberación es estrict~ment~ depend1er1te de sodio, ya 

que si éste se omite del medio no se observa la liber·aciót1~ 

3h Si se utiliza Et1TA en lL~gar del EGTA, como quelante de 

calcio la 8Stimulación de la 11be1·ación se presenta aún en 

presencia de magnesio, ya que el EDTA guela tar1to calcio como 

rna9nesio~ 

4. La estimulación de la liberaciót1 por los quelantes de 

calcio se inhibe por rojo de t·utet1io y por lantano. 

La explicaci~1n propuest.a de los result~dos anteriores es que 

externa de la membr·ana, et1 ausencia de magnesio~ des8stabiliza la 

rnernb~·c::1nc:i.~ de s.uper-ficie, 



i¡;;¡ l i i::opt·ote :Í. n¡~1s ~ 

que dicho .tnflujo íncl1 .. 1c:e 12. l ib~'.:!t~::.:"1.ci.:~ 1 n d~~ GP1E;1"7".i. 

del siste~a de transpot·te de GABA rnenc1onado et1 la int.roducción, 

el objetivo del presente trabajo fue estL,diar el efect0 d8 

lc1 aci:i1::ir1 del ~-cijo d•::: n.~t·:=nio y di::!l lanl:.an.:1 sob1·-~~ di -::~·11:1 ~r:f•:=.i.:t(:i. 

Los result8dos de este estl~dio aportar·1 datos sobre las 

c:8t"E1ct.~:~rístii::as f1Anc1or1al(;:s d~~ la rnol.écula trt:ins.pi:1rtadora d•?. GABA 

nervioso central~ 
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MATERIALES Y METODCIS: 

Se l~t.ilizaron 4 cer~bros de rat.ót1 sin cet·ebelo~ lo:, •::UC:t 1 es 

minutos a 4ºC (·ternperatlJFa a la CtJBJ se re81iz6 1~od~ la técnica); 

el sobrenadante obtenido se centt·ifugó a 9Q00xg por 20 minutos y 

y SG colocó sobre un 1=olchón de 20 ml de sacarosa Ou8 Ma 

F'c.1ster i•:irrnent.1: rn i nut.os .. 

la sinaptosomal et1 el set10 de djcho colchón y la 

mitocondrial en el fondo del t.1.1bi:1 • Li:1 inte1··fas~-~ en donde se 

encuentr·an los s1naptosomas se diluyó cc•n 45 ml ele sacarosa 0.32 

por 1 ~ _, rninuti:is- esta 

sinapto5omas concent.rados et1 el sedimento pt·ecipil~do, el cual se 

resuspendió en Ut1 vol<1men final de 3 ml d8 gl1.~cosa 0.32 M. 

20 
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ml de s21carosa 0.32 M coi~ TrJs a l~t) pH de ?u Se centr·ifugó a 

1 (1(1(1:,<g pot· 

colchón de 1 ml de sac~ros& 1~2 M y se cet)tr1fugó a 218000xg~ w2 

fase que contenía los sinaptosoma~~ se diluyó er1 L'r1 volúmen total 

de 2 ml de sacarosa 0.32 M y se coJ.octr en un colchón de 1 ml de 

sacarosa 0.8 M ·~ue se cen·~rifL~gó a la misma -velocidad y con la 

misma acaleraciót1 que la anterior y s~ obtuvo ur1 sedimento 

con los sinaptosomas purificados ·~u8 fuerc•h resL~spendidos en 0.5 

ml de glucosa Ün32 Ma 

Los sinaptosomas obtenidos por los dos métodos descritos 

Tris'./ HCl, 

Tanto el calcio 1=omo el magt1es10 fu8ron eliminados en alg1Ános 

El medio Tris-Krebs normal incl1Jye ademés fosfato 

•:fe p1:itasio~ pero ést.e no se agt·egó, debido a que este anión 

21 



esta tEmper~tura . A est.e tiempo se a~2d1ó 50 µl de ur1~ mez·=la de 

de 0. 5 ¡JM y 0. ::;:3 ¡JC i , y S·E: co1·1t 1 nu1:1 l .:::1 i ncubE.1C i ón. {~ l , y 4 

pasaror1 a través de filtros Millipore <0.65 µm dR diémetro d~ 

filtros se lavaron dos veces con 5 ml del medio de incubación~ 

para eliminar el e>~ceso de radioactividad t1Cr captada por el 

tejido. En algunos experimentos se tomaron las alícuotas a 

( 15, Todas las drog~s 

se a·::ire·~at·on al m~~dio desde el 

colocaron los filt.ros fr;:1scos 

con 5 ml de liql~ido de centelleo basado en Tritón-)~-100 

1975), se ao:;ii t.at·on y midió la 

La cantidad de proteína se rnidió por el método de Lowry 

(Lc•wt·y 'ª-!_;; §Ü_.,19!51). 

Los valores se expresan en picomolas d~ GABA por miligramo 

Y los valores de signif1cancia se obtuvie1~on con la 

~-:·1··1-~eba de 11 t 11 (Si:.udent) .. 
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tjJ~'t:·ª-C.1-ªl§.'2!.. 

El GABA r·8d1oactivo se utilizó de N8w England Nuclear 

(Bost.on; 

t·ut.r:::1·110~ ~::::l El'?.iTr1~ ~-=~l F.DTA ·¡ l~ nl.f+7;:dir--•1ni:t, s~::: uti 1 i:Zé11··(~1n de Si·:irna 

(St.. LOl~is, MO>~ L3 cot1centración d~l roJo de 

1~utenio usada se ca].1:uló para el cornpuesto puro. 
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RESULTADOS. 

controi, 

los valat·es no correspot1detJ a ésta line~ 

Para efect.o del EGTA, 

cot1trol de dichos e~perimentos no es estrictamer1te lii1eal para 

los valores de 15 a 30 segt~ndos <Gráfica No~ 9). 

El cloruro de lar1tano a concentracic1nes de 50, 100 y 200 µM. 

CGráficas No.1 y No.2) inl1ibieron la captura de BABA er1 l~n 20 %~ 

El efecto del lantar10 tuvo una si9nific8ncia d~ P <. 0~5 para 

50 µM, de P > 0.01 para 100 µM y de P < 0.01 para 200 µM. 
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Gráfica No. 1. Efecto del lantano 100 uM sobre la captura de GABA. 

Cada punto es el promedio de 20 experirncntos!.E.S. p(0.01 
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Gráfica No. 2. Efecto del lantano 50 y 200 uH, sobre la captura 

de GASA. Cada punto es el promedio de 12 experirnentos::!:E.S. 

Donde p <0.5 para 50 uH de lantano, y p<0.01 para 200 . .ll-'1-~----· 



ftle significat.ivo P ~· 0.1. 
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Gráfica No. 3. Efecto del rojo de rutenio 7 uM sobre la captura 

de GASA. Cada ounto es el oromedio de 5 exoer.LIJW.l!"~P~.:t;.s. 
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Gráf lca No. 4. Efecto del rojo de rutenio 20 uM sobre Ja captura de 

GABA. Cada punto es el promedio de 9 experimentos:!:'E .S. 
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Gráfica No. 5. Efecto de la nifedipina 1 uH sobre la captura de GASA 

Cada punto es el promedio de 5 experimentos:!.: E.S. 

e: 

Gráfica No. 6. Efecto de la nifedipina 10 uM sobre la captura de GABA. 

Cada punto es el promedio de 6 experimentos-::=E.s. 
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adic1ót1 de un exceso de c2lcio t-ev1rtió t.c1talmentc ].~ inhibición 

producida por EGTAn 

revertió la inhibición producida por el EGTA·. 

Lc1 in~1ibición de la captLtra por EGTA fué significativa 

amb8s concentraciot1es, P o. 01. 
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Gráfica No. 7, Efecto inhibidor del EGTA 0.1 y 1.S. mM, sobre la 

captura de GABA en un medio sin calcio ni magnesio, y como se 

revierte con calcio 2. S mH. Cada punto es el promedio de 6 ex

perimentos !E.S. Dond_e p<.0.01 para la inhibición de la captura 
con ambas concentraciones. 
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Gr~fJ.ca No. 8. Efecto del EOTA 0.1. mH sobre la captura .!le GABA, .e.n .IJ.". 

medio sin calcio ni magnesio, y como se revierte dicho efecto con ma_g_ 

~ .nesio 1.17 mH. Medición a tiempos cortos. Cada punto es el promedio de 

• .. 



sf§~:t·2 ·1'21. ~I:'.Ie,. 

El EDTA en ausenc18 de calcio y m2gnesio tuvo el mismo 

inhibici1~1n pt~oduc1da po1· •:::l EGTn~ (1~~·áf1cz1 No. '3'). 

Donde los valores de sJ.gr11f1~ancia ftleron P < 0.01 y P 

O. 001 pat·a ECffA y E1,TA 1··espect.1 vamente. 



EGTA 1.5 •f\i\g 
120 cent.rol 

cr. 
-~ 

" " o 
L 80 o. 

º' E -EGT.l> 01 

U! 
IO EDIA'l.5 o 
E EDTA1 5~Mg 
o 40 

2 4 

Gráfica No. 9. Efecto del EGTA (O. 1 y 1 .5 mM) y del EDTA (1 .5 mM) 

sobre la captura de GABA en un medio sin calcio ni iwgne!oio, y c~ 

OJJ se revierte dicho efecto con ma~nesio i .17 rnM (en (;] caso del 

EGTA). Cads punto es el proniedio de 5 e>,perimentos·t.E .S. Donde la 

p <.0.01 y p<0.001 para la inhibición por EGTP. 0.1, mM y EDTP. 1.5 

mM re~pe:tivamente. 



El valor et) presencia de rojo de rtJten10 no difiere 

(1, J. " 
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Gr&fica No. 10. Efecto del rojo de rutenio 20 uH; sobre el efecto 

inhibidor de la ca¡:itura de G./\B/:. por EGTA 0.1 mi'\. Cada punto es el 

pro:r.edio de B e1q:ier im!•ntos ±:E.S. Donde p/ 0.1 entre los valo•c5 

control y los exper irn~r,tos co:. rojo dE- rute-:iio. 



~f§;:t~Q 1~§1 l.SHJtªtJQ ~:.: 1;A2c~ l~ !.IJL! tt!l~.!_QQ 1;.l~ !.ª S~t.:!:::~~ª- 1::!~ '~f.i~(j 

i:;~c_ 12'.;J 1.J 1~:;1. 11~: e~~t: F¿~?:I8 ..... 

EGTA 100µ1•1. 

L_a l nh i l:1iei1::11"1 O!.:•set· vc1dc:i. E:~n pt-~:?:!:=:.r~nc l d d8 t:1:iTA y .l i::1ntc1.n~:1 fué 

ir;:¡ual a 11-:t. F·1·-oduci1ja por- ~2;~.t..;~ cst1ón sr:1li:,:1, p1~1-o e.·:2. el~.:":! l·"1i..::i.c~:~r-s.1:2 

notar gtle ésta última ft~é considerablement8 met1or a la producida 

p r· e sene 1 <::-t ca.lc10 

El Vt:1lot- en de 1E1ntani::i 

fJ. l. 

de GABA comparativamente en pt·esenc1a y en aLtsenc1a d8 calcio y 

efectivamet1te en at,sencia de estos catiot1es la inhibición 

fu8 ele J. 24 

E1:.iTA 100 pM (55/~ ; pt-cirnedio de 6 ~>::p1:=t-1rnentos.) .. Lo c1Aal rn1.,est.t-<:'.1 

lantano por su caréct.er como catión actú~1 en una forma 

similar al magnesio y al rojo cie rut~nio et1 ausencia de calcio. 

La gr~fica 11 muestra éstos resultados. 
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Gráfica No. '11. Efecto del lantano 250 uH, sobre el efecto 

inhibidor del EGTA 0.1 mH. Cada punto es el promedio de 8 

experimentos!.E.S. Donde la significancia es de p>0.1, en

tre el control y Jos experimentos con lantano. 



DISCIJSION Y CONCLUSIONES. 

1 ~ It1!::•iºi:-:;_\::~r.1 ::J~~ l.= .':::.::E·!~~!I.:I~ ~;!~l QB!}D 2.1;1 .1.~ J~:;:.J.:..~.· 0:É r_~.!::§C!i9 1 

1.§!:!.!;·Bt::!fi.~ 

cat.iones antagonistas 

del calcio corno el t·ojo de rt~tet110 ~· el 

liberación del GABA dependient.e de calcio~ <Meza-Rl~j.= y Tapia~ 

ademós de la entrada de calci·~ a la 

1985a ; Arias y Tapia, 1986 )M S1t1 emb~rgo estos ca·t1ones 

observa por la gl~elac1ón del calcio endógeno 

1986)' 

lantano funcionan como estabilizadores de la m8mbrana ~t1 ausencia 

1 ibet~ación. 

Otra posibilidad es ql~e estos cationes se L~nan al sitio d8 

sodio del acarreador de GABA~ de ac1Áerdo con el mecar1isrno de 

transporte ya mencionado. Esta posibilidad se ve apo~1ada por el 

hallazgo de que la n1fed1pina, un bloqueador muy selectivo del 

canal 

GABA en concentracic1nes muy SL1Periores a las de su Kd. <Massieu y 

Tapi.a, 1-:;:::::::i. 

n.!. JD!J..i!2is;i~·D 9§! 12 f.§E::l;;!,;11::.§ E:9[ @rn .Y f.QIB..,. 

Come:• YC\ se e::-~puso anteriorrnente:o ~21 EGiTA y ~31 EDTA ir1ducer1, 

en ausencia de calcio y ma9t1esio en el medio, una libe1~ación de 

r:::~ABA e:;.::1= l t~s t v Eiffl~E!r1te dependiente d~~ sodio (Arias g_i~. §.11 ª , 1 '?.f.:4) 1 o 



p1~r rn~2c:tb i 1 i dt;.d "'l ·;;;.odio. El 

liberaci6r1 de GF~BA. 

informaijo at)teriormente para 12 litrerac1ón de GABA <Arias ~i ~j., 

1984). Tat1to la int)ibiclón de la captura~ como la esti1nl.~lación de 

la liberación producid8 por EGTA se ~li.minar1 cc•rnpletamente con 

calcio o rnaoanes1r:1 en i:::::;1:e~.o y ~~-~s.te 1)ltirno cat.1ón no 1:=~. e·f.;ectiv.:::i 

magnesio~ Además, amtros efectos son bloqueedos por· lantar10 y pot· 

roj0 de r·uten10. 

simplemer1te por la omisión de calcio y/o mag11esio en el medio de 

incubaciót1, ya que no se observan cambios en estas condiciones a 

menos que se agrega EGTA o EDTA. 

Como se mencionó en la introducción~ e J aumento en 1 a 

influjo de sodio a lo~ sinaptosomas como consecuencia el~ un~ 

desestabilización de la membrana po~ una falta d8 t)~ui~r·aJ.ización 

de las •=et1··;ias.. ni:::gat.1vas. de super fici~. F'c1r· tanto, la e::·::pl i·=aci¿11··1 

más inmediata de la inhibiciót1 de la captl~ra de GABA reportado 8n 

•21 r-or·1o2·=.ente tt·abc¡j1::1 €':!s ·=tt-'e el ·;wadii~n"l:.e de s.odio se e:1lte1··a por 

tratamiento con q1Aelantes de calcio y en consecl~enc1a el GABA 

tiende 8. salir de lc1s s:tnapt.ci:.ornas. lo ·=iu•2 result.21~·:íc:1 1o'.:!t·1 un1~ 

:34 



Sin 1ncl1c:;:~1n ·::.trA.;::~ f:=!sta 

;·, ... ¡ ... 

sodio prodl~c1d~ F•or· 

condicione~ normales este compuesto afect.a al ac~irreador de GABA 

EGTA no es si9nificativamet1te diferente c:on o sin preincl1bación 

del EC'ffA es inm8diata y por 

establecimiento de L~n hl1evo gradiente de sod1og 

necesat·io encontr·ar 0~1ra explicación diferent~ a la inversión del 

gradiente de sodio. 

Recientemente se ha mostrado qL'e la captLira de GABA se 

producida por el tratam18nto de sinaptosomas con neL,raminidasa, 

E':::::.tos. datos 

Los de ácido siélico de ·::11 ici.:ip1··oteínas y 

1 a rnoyor· .í. a ele 

de supet·ficie que se encuentrsn en 18 rn~2rnl::• r a1·1a 

sinaptosomal que normalmente se encuentran neL,tralizadas por 

parece razonable conclLJir que los residt,os de ácido siálico1 que 



_j 

de GABA por EGTA per·o t11~, F·Or 1~DTA~ 

F·rimet·o es rnucho rn2t·::; '.:?.E~lectivo Pdt·21 ca] 1::io q1A.:? i=1 ~rr.:1 mr.:1•0nE"~·:;;:.1i::i. En 

la rnisma 1 in~2a d.:2 P~.2n'.:::i~1rni(~nto (~1 8f .. ~ct.o pt·ot.12ct•.:1r d·~-~1 1 cH·1t.ani::i y 

d9l t·oJO d~ ri.tt.enicr~ se PU8de explicar p1)r la rrPutr·aJ.iza1=i·~n de 

Un 8POYO adicior1al a esta int~rpretación es el hallazgo 

recienteo1er1te PL~blicado <Holltnen y Seifert, 1989) de gt~8 8Xist8 

un 

de clot·o y sodio, 121 cual es estimulado por 

simultánea de ga1~gliósidc1 s y de c?lcio. Esta est1mttl~ción~ ademés 

solamente se observa Cl~ando los gangliósidos qu'~ se incorporati a 

la membt·ana poseen 

congruente con tiuestr·a interpretación. 

E'.r1 la fi·;3ut·¿:~ Ni':i. 5 se r<H.tes.t.ra 1.u-1 rncujelo de lü '=itH:.! F·odrír:t S-8t~ 

el acarreador de GABA~ e11 el cL~al se ha 1ncl1.~ido la participación 

del 

sitios de cloro y sodio (qu~ so1~ co-transportados con el GABA>~ y 

se postula que el GABA t10 puede l.1n1rse 81 sitio del transportador 

:36 



En este caso se cambi~ría la cor1formaciór1 del sitio de GABA 

hacia el intet·ior del sinaptosoma~ 

Aun·=i1.~~ •;:':!si:.~ mod.:l o 12=:. ~2sP~cul at i vo :- permit.e e~plicar d1~ 

rnc1nerc1 cot1gt·uente los hallazgos del presente tt-abajo~ de rnanera 

integ1·ada con los de Zaleska y Erecínska (1987) y de Hollman y 

s'"~i f~2rt. < 19:3·:n. 
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Fig- 5. Mo5elo del acarreador de GABA y del pa?el de los gangli6sidos , 
~1 l~s re~idu~s de &cido si&lico Y,s~ n~~trali~~ci5n.po~.cal~io, e~ su fuQ 
~ c16~a~~ento. En A se m~estra co~o sin calcio neuLral1zanao l~s car~as 

:-:eqcti as del ácidc siálico no Se p1Jede ur,ir el G.Z-.E.?~ ni S'=!" tra::s?·J;ta
do al nterior de la c~l~la y en B.el modo en q~e sa podr!~ activ~r la 

J uni6n e GhSh y s~ tra~s?~~te. 
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