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RESUMEN

La melitina (MLT) es un polipéptido invasor de membrana anfip4tico bésico de 26
amino dcidos contenido en el veneno de la abeja Apis meljfera, que se conceptualiza
como un estimulador directo de la actividad de fosfolipasa A, (PLA ), pero que a
concentraciones micromolares causa hemélisis. No obstante los posibles efectos como
agente inductor de dafio celular, 1a MLT se ha usado extensamente como herramienta
experimental para explorar la participacién de la PLA; en los procesos de secrecién.
En este trabajo se analizaron los efectos de la MLT en sinaptosomas (i.e. terminales
nerviosas aisladas de! cerebro del mamffero) sobre: (I) Ia liberacién de
neurotransmisores (como modelo de secrecién), (1) la produccién de 4dcido
araquiddnico (como indicador de activacién de la PLA) y (1II) sobre la salida de
deshidrogenasa I4ctica (DHL) (para detectar daiio celular). Encontramos que a
concentraciones crecientes (0.3, 1 y 10 uM) la MLT aumenta la liberaci6n de los
neurotransmisores (GABA y dopamina) de manera dosis dependiente, con una EDs,
(1.37 xM) similar a la reportada anteriormente para estimular la secrecién de péptidos
y hormonas. También encontramos que J]a MLT aumenta la produccién de 4cido
araquidénico (uno de los principales productos de la actividad de la PLA) en

membranas de si

p en forma dependi de dosis. Sin embargo, ala
concentracién de 10 uM Ia MLT induce la salida del marcador citopldsmico, DHL de
los sinaptosomas. Descubrimos que la cantidad de proteina sinaptosomal expuesta a la
MLT determina la eficacia de dicha toxina sobre las 3 respuestas estudiadas, lo que
indica que la concentracidn de melitina activa es 1a que ha alcanzado la membrana
sinaptosomal. La presencia de Ca?* externo facilita la liberacién de GABA y la
produccién de dcido araquidénico que induce la MLT a las concentraciones

" 1, 1

que no

a inducir salida de DHL, pero no modifica la salida de

DHL que induce la concentracién elevada (10 uM) de MLT. Asimismo, el inhibidor



de la actividad de PLA,, bromofenacil bromuro (BPB), disminuye la liberacién de

GABA inducida por bajas concentraciones de MLT, pero no protege la salida de la

DHL que induce fa MLT a altas traci Ni interpretacién de estos

resultados es que Ja MLT a concentraciones bajas activa a una PLA dependiente de
Ca?* capaz de regular Ia liberacién de GABA. El daiio independiente de Ca* que
produce la MLT a concentraciones mayores no parece sin embargo, involucrar la
actividad de esta enzima. Dadas las caracteristicas fisicoquimicas de la toxina, e} dafio
celular posiblemente estd relacionado con los arreglos conformacionales que adoptan las
moléculas de MLT en la membrana sinaptosomal a altas concentraciones, Los
resultados presentados en este trabajo ponen de manifiesto que para emplear a la
melitina en estudios relacionados con la participacién de la PLA, en procesos de
secrecion es crucial escoger cuidadosamente la cantidad de tejido que se expondrd a la

toxina, asf como la concentracién de la misma.
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INTRODUCCION

Los mecanismos bioqufmicos involucrados en el dafio celular téxico, sobre todo en
e sistema nervioso central, han atrafdo un creciente interés en los tltimos afios. El
desequilibrio de los mecanismos que regulan la homeostasis del Ca®* frecuentemente
es un suceso temprano en el desarrollo del dafio celular espontdneo (Potts y col.,1992;
Trump y Berezsky, 1987). Cuando el aumento en la entrada del Ca2* es sostenido, la
activacién de la PLA; podria dar como resultado un dafio extenso en las membranas y
Ia generacidn de metabolitos téxicos. Se ha detectado la activacion de fosfolipasas A
dependientes de Ca?* durante la isquemia (Chien y col.,l9'}9) y la anoxia (Farber y
Young, 1981).

La melitina es una molécula amfipdtica, basica de 26 amino4cidos contenida en el
veneno de la abeja Apis melifera, que ha sido conceptualizada como un activador
directo de la PLA,. La melitina es un péptido activo en membranas que induce en
concentraciones nanomolares la formacién de poros que permiten el paso de algunos
iones, la hemdlisis en concentraciones micromolares y la micelizacién discoidal en altas
proporciones lfpido:péptido. ‘

Como por un lado, la melitina ha sido ampliamente empleada para explorar la
participacion de 1a PLA en los procesos de secrecién de péptidos y hormonas, pero
también ha demostrado ser un agente inductor de dafio celular, en ¢l trabajo
experimental de esta tesis se exploraron ambos tipos de efectos. Para ello se analizaron
los posibles efectos de la melitina sobre varias respuestas. Se estudi6 su efecto sobre la
liberacién de neurotransmisores de teminales nerviosas aisladas, asf como sus posibles
efectos sobre la produccién de &cido araquidénico (uno de los principales productos de
la actividad de PLA ;) en membranas obtenidas de los sinaptosomas. Con objeto de

detectar posible dafio celular; se determind la salida de deshidrogenasa l4ctica (que es

11



una enzima selectivamente localizada en el citoplasma) de los sinaptosomas tratados con

. melitina.
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II. ANTECEDENTES

11.A. LA MELITINA.

La melitina, que es la toxina mas abundante del veneno de la abeja Apis melifera,
constituye aproximadamente el 50% del peso seco de! veneno, y corresponde al “factor
Iftico directo”, descrito en los primeros estudios del veneno. Es un polipéptido bdsico
de 26 aminodcidos, con cardcter anfipdtico. Su peso molecular es de 2840 Da. Parte
de la melitina natural se encuentra formilada en su extremo amino terminal. Después
del extremo amino terminal hay un tramo largo que est4 bdsicamente constituido por
aminodcidos hidrofébicos. En el extremo carboxilo terminal presenta un hexapéptido
con una gran densidad de cargas positivas (Habermann, 1972). Se atribuyen a su

estructura primaria sus caracterfsticas de formacién de micelas, disminucién de la

tensién superficial y capacidad para producir hemdlisis. Es una molécula muy bdsica y
posce caracteristicas tensoactivas comparables a las de la digitonina o a la fosforilcolina
(Habermann, 1972).

1. Caracterfsticas fisicoqufmicas. .
La melitina, asf como otros péptidos que se unen a membranas o a protefnas
membranales es predominantemente hidrofébica. Carece de puentes disulfuro y los
aminodcidos de la cadena lateral no presentan entrecruzamiento, por lo que pueden ser
sometidos ficilmente a reacciones de sustitucién. Tiene una carga neta de +6, cuatro
de estas cargas positivas se encuentran en el altamente bésico extremo carboxilo
terminal, en el tetrapéptido Lys-Arg-Lys-Arg y solamente una carga en la Lys-7 y otra
en el grupo amino, del extremo amino terminal. No hay grupos 4cidos en la melitina.
La secuencia de amino4cidos de la melitina ha sido reportada (Bernheimer y Rudy,

1986) y es Ia siguiente:

13



NH3+ -Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-The-Thr-Gly-Leu-
Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-Gin-CONH2
De Dempsey C.(1990).

A) Estructura cristalina de la melitina.

La estructura cristalina de Ja melitina ha tenido considerable influencia sobre las
ideas subsecuentes acerca de su interaccién con las membranas. Para elucidarla se han
empleado resonancia magnética nuclear proténica (1H-RMN) de alta resolucién en el
caso de melitina en micelas de dodecilfosfocolina y andlisis de intercambio de amidas.
Se ha determinado Ja estructura cristalina de la melitina tetramérica, con una resolucién
de 2 a 2.8 A, encontrdndose que en ella la conformacién de los 4 péptidos que la
forman es helicoidal y esencialmente Ja misma (Teswilliger y Eisenberg, 1982 a;
Terwilliger y Eisenberg, 1982 b). En el monémero cristalino, presenta dos
irregularidades entre los residuos 11 a 14, que hacen que la hélice del péptido se doble
de tal forma que si se traza una linea por el eje de la hélice de los residuos 1 a 10 y otra
de los residuos 16 a 26, éstas se intersectan formando un dngulo de aproximadamente
120°.

El doblado de 1a hélice mayor permite un empaquetamiento 6ptimo de las cadenas
laterales hidrofébicas de los sesiduos amino 4cidos dentro de}l tetrdimero de la melitina,
con los aminodcidos no polares casi completamente secuestrados en el interior del
doblez de la hélice, mientras que los aminodcidos polares con sus cadenas laterales
cargadas se acomodan en la cara convexa de la alfa hélice. El enlace peptidico
Leu-13-Pro-14 est4 en la configuracién trans que se requiere para tener una estructura
de alfa hélice (Inagaki y col.,1989).

14






B) Estructura de la melitina en solucidn.

Dado que la melitina se pone en contacto con las membranas a través de una fase
acuosa, es conveniente considerar sus propiedades en solucién. A pesar de su alta
proporcién de amino 4cidos hidrofébicos, la melitina es muy soluble en agua (> 250
n;g/ml). En soluci6n acuosa la melitina adopta diferentes conformaciones y estados de
agregacién, dependiendo de factores tales como la concentracién del péptido, el pH, la
fuerza idnica y el contraién negativo. Asf, Ia melitina puede encontrarse como
monémero, a muy bajas concentraciones y en soluciones de muy baja fuerza iénica o
en asociaciones tetraméricas cuando se encuentra en soluciones de fuerza iénica '
elevada.

Cuando el péptido se arregla en forma de alfa hélice, se aprecia una configuracién
“torcida" de los amino4cidos polares y no polares del péptido. Esto da lugar a que los
aminoécidos polares de los primeros 21 residuos queden en caras opuestas de Ia
molécula. Esta caracteristica es la que confiere la llamada "naturaleza anfip4tica” a la
molécula,

Al igual que otros péptidos que contienen prolina, el enlace peptidico entre
Leu-13-Pro-14 presenta isomerfa cis trans, lo suficientemente lenta como para ser
detectada mediante 1H-RMN (< 10/s). La estructura secundaria del mondémero en el
tetrdmero es muy interesante, porque al presentar una estructura secundaria anfifflica,
los mondmeros estdn arreglados por pares acomodados perpendicularmente. Las dos
cadenas en cada par est4n situadas a una distancia de dos veces el eje de simetrfa, por
- lo que todas las fases hidrfébicas se encuentran en contacto. Las interacciones
hidrofébicas entre las cadenas estabilizan al tetrdmero. De hecho todas las

interacciones entre las cadenas son hidrofébicas y las cadenas laterales de los amino

4cidos que las forman est4n al interdigitadas. EI Itado es una estructura

cuasi globular, con un interior apolar y una superficie externa hidrofilica, altamente

16



cargada en contacto con el medio acuoso (Terwilliger y Eisenberg, 1982 a; Terwilliger

y Eisenberg, 1982 b).

O) Interaccién de la melitina con las membranas y efecto lftico.

La asociaci6n de 1a melitina a las membranas es un tema importante relacionado con
los efectos de la melitina sobre las células. Los efectos de la melitina in vivo (tras la
inoculacién del veneno por la abeja) se han adjudicado a lisis celular causada por la
activacién de 1a PLA presente en el veneno de la abeja. La enzima produce dafio
subsecuente y por lo tanto, muerte celular.

Dada la gran dificultad de estudiar interacciones superficiales, orientaciones
intramembranales, etc. en sistemas celulares completos como el eritrocito, la gran
mayorfa de los estudio; fisicos de la melitina y sus interacciones con los lfpidos de
. membrana se han hecho utilizando membranas modelo o micelas de detergente.
Desafortunadamente, la mayorfa de los estudios se han hecho con diferentes
concentraciones de melitina, a diferentes temperaturas y con soluciones de diferente
composicién, lo que no permite compararlos (Georghiou y col.,1982; Dufourc y
col.,1986; Inagaki y col.,1989). Los estudios para determinar el estado de agregacién
de Ia melitina en las membranas también han arrojado resultados contradictorios
(Georghiou y col.,1982; Dufourcq y col.,1986; Inagaki y col.,1989).

Todos los estudios de melitina en membranas apoyan la conclusién de que este
péptido adopta una configuraci6n helicoidal en la membrana (Lavialle y col.,1982;
Dufourcq y col.,1986). Los estudios de IH-RMN del péptido unido a micelas de
dodecilfosforilcolina confirma la evidencia previa de que Ia melitina forma una hélice al
interaccionar con superficies similares a las de las membranas (Inagaki y col.,1989;
Vogel, 1981; Lafleur y col.,1987). Estudios de dicrofsmo circular (DC) y de
espectroscopfa Ramman demuestran que la melitina adopta una configuracién de hélice

en membranas de fosfatidilcolina de huevo, dimetilfosforilcolina y
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ditetradecilfosfmilcoling (Vogel, 1981). Adicionalmente, los estudios de DC y de
espectroscopfa Raman en membranas de ditetradecilfosforilcolina indican que la alfa
hélice contiene aproximadamente 20 residuos de amino4cidos, sugiriendo que la
secuencia tetrapeptfdica terminal puede adoptar una configuracién no helicoidal (Vogel,
1981).

Cuando 1a melitina est4 unida a una membrana, los potenciales transmembranales la
vuelven asequible a las enzimas proteoliticas del lado trans de esta, mientras que no se
ha observado efecto de proteinasas en ausencia de un potencial de membrana (Kempf y
col.,1982). Este dato es compatible con un cambio dependiente de voltaje en la
orientacién superficial en la membrana a una orientacién transmembranal de la hélice
de melitina en Ia bicapa, pero también es congruente con el movimiento de todo el
péptido a través de 1a membrana, catalizado por la diferencia de potencial
transmembranal (Clague y Cherry, 1988).

Dado que las membranas biolégicas est4n compuestas por mezclas de lipidos, se ha
explorado Ia posibilidad de que Ia melitina interaccione selectivamente con diferentes
tipos de lipidos, encontrdndose que se une con una afinidad 100 veces mayor a
membranas formadas por Ifpidos negativamente cargados, que a las de lipidos
zwitteriénicos, lo que sugiere un importante componente electrosttico en la unién de la
melitina a las membranas. En estas condiciones 1a estequiometrfa de esta unién es de
4-5 moléculas de Ifpido monovalente y de 2 moléculas para los divalentes,” por cada
molécula de melitina (Batenburg y col.,1987).

La melitina induce un aumento en la permeabilidad a los iones en membranas
lipfdicas a las que se aplica un potencial eléctrico negativo en la cara opuesta a la cara
en que se aplican concentraciones subliticas de melitina (Dufourc y col.,1986; Kempf y
col.,1982; Hanke y col.,1983). No se observa cambio en la conductancia cuando no se
aplica un potencial. El aumento en la conductancia es consistente con la formacién de

canales que permitan la migracién de los iones como respuesta a una reorientacién
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dependiente de voltaje de la melitina en la membrana (Kempf y col.,1982). Los poros
formados por la melitina muestran niveles de conductancia discretos, congruentes con
una estructura molecular definida (Hanke y col.,1983). Estos poros dependientes de
voltaje muestran selectividad para los aniones sobre los cationes (Dufourc y col.,1986).
La permebilizacién de las membranas por la melitina indica una alteracién en las
propiedades de organizacién de los Iipidos membranales. Ademds se sabe que altas
concentraciones de melitina provocan la destruccién de las membranas en forma similar -
a la solubilizacién por detergentes (Habermann, 1972). Se ha estudiado la micelizacién
de membranas de fosfatidilcolina por la melitina, empleando concentraciones
moderadas del péptido (3 - 6%, péptido/ lipido, mol/mol) (Dempsey y Watts, 1987,
Dufourc y col.,1986; Dempsey y col.,1987). Estudios de microscopfa electrénica por
criofractura indican que las partfculas micelares son discos de fase gel organizadas en
bicapa con las moléculas de melitina probablemente alineadas en los bordes del disco,
protegiendo las cadenas acilo de la interaccién con la fase acuosa (Pufourc y

col.,1986).

D) Hemélisis como modelo de proceso litico.

Se ha estudiado a la hemélisis como un modelo de proceso litico provocado por la
melitina. La melitina es capaz de causar la lisis de los eritrocitos a partir de 0.3 uM
(Habermann, 1972) pero esta se suprime completamente en presencia de fosfato 50
mM., (Hider y col.,1983). Se ha encontrado que son los monémeros de la melitina en
soluci6n los que se unen a los Ifpidos membranales en general y no a sitios especificos.
Este proceso presenta una cinética bifdsica, con una primeti fase rdpida disparada por
1a acumulacién de melitina en la cara externa de la membrana, con perturbacién de la
estrctura de la membrana y una fase estacionaria, que se atribuye a la recuperacién de
la geometria membranal (DeGrado y col.,1982). Se ha propuesto que la melitina

provoca la ruptura de los eritrocitos mediante la formacién de poros permeables a los
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iones, pero impermeables a la hemoglobina, ya que se ha observado que la
permeabilidad al Na* y al K+ de éstas células aumenta de 200 a 2000 veces durante el
primer minuto de su contacto con la melitina, antes de que salga el grueso de la
hemoglobina.

Se han propuesto 2 tipos de mecanismos para la liéis causada por la melitina, que
son congruentes con los estudios funcionales y estructurales arriba mencionados.En el
primer tipo de mecanismo se propone que la melitina forma poros acuosos oligoméricos
anclados a la membrana, que exponen a los lipidos de la membrana su lado hidrofébico
y a la parte acuosa del poro su cara hidrofflica. Como es poco probable que los canales
asf formados sean lo bastante grandes como para permitir el paso de la hemoglobina,
este tipo de modelo propone que dichos canales causan un desbalance osmético, que
posteriormente causa la lisis (Tosteson y Tosteson, 1981). El segundo tipo de modelo
propone que la melitina causa lisis por la ruptura de la estructura fosfolipidica de la
membrana, la cual puede ser seguida o no por lisis osmética (Bernheimer A.W. y Rudy
B.,1986).

La evidencia que apoya la hip6tesis de la lisis por un mecanismo osmético es muy
fuerte, pero deja sin aclarar la naturaleza molecular de la primera Jesién que induce la
melitina,

Tomando como modelo la hemdlisis inducida por melitina, las evidencias e
interpretaciones caen en tres categorias principales. La hem6lisis resulta de
perturbaciones en la organizacién de la bicapa lipfdica: 1) debido a Ia presencia de Ia
hélice anfip4tica en la zona de los grupos de las cabezas, 2) debido a la formacién de
canales permeables a los iones, al modo de los poros sensibles a voltaje 0 3) como
resultado de 1a habilidad del péptido para formar micelas discoides en las membranas,
Jas cuales dejan huecos a través de los cuales difunden los contenidos celulares. Cada

uno de los mecanismos anteriormente mencionados es congruente con un mecanismo de
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lisis osmética, siempre y cuando la perturbacién inicial dé como resultado una

permeabilidad iénica aumentada.
2. Caracterfsticas bioqufmicas.

A) Activacién de la PLA,.

En vivo, a nivel molecular la melitina presenta principalmente dos tipos de
acciones; produce Ia lisis celular y activa a la PLA presente en el veneno de la abeja.
La enzima produce daiio subsecuente y por lo tanto, muerte celular. La melitina ha
sido capaz de lisar a todos los tipos celulares con los que se ha puesto en contacto, es
capaz de lisar organelos intracelulares, como las mitocondrias y los lisosomas e
inclusive vesfculas fosfolipfdicas de diversa composicién (Habermann, 1972).
Recientemente, mediante el uso de anticuerpos contra la melitina se ha encontrado en
células de mamffero una protefna que activa directamente a la PLA; (Clark y
col,,1987). Esta protefna, al igual que la melitina, solamente activa a algunas

fosfolipasas A (Steiner y col.,1993).

B) Efectos de la melitina sobre diversos sistemas.

Generalmente se usa el aumento en 1a.produccién de 4cido araquidénico y sus
metabolitos como una medida indirecta de 1a actividad de 1a PLA,. La melitina es
capaz de estimular 1a produccién de 4cido araquidénico en diversos tipos celulares, por
ejemplo, células PC12 de feocromocitoma (Oksoon y col.,1980), fibroblastos de
embrién de ratén (Mufson y col.,1979) células de islotes de Langerhans (Metz, 1986),
plaguetas (Shier, 1979), células de pituitaria de rata (Kiesel y col.,1987; Abou-Samra y
col.,1986). Los bloqueadores inorgénicos de los canales de Ca2+ ( Cd?* > Mn?*+ >
Co?*) inhiben parcialmente el aumento en la produccién de 4cido araquidénico

estimulado por la melitina en células PC12, (Oksoon y col.,1980), mientras que en
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islotes de Langerhans el nfquel y el lantano la inhiben completamente (Metz, 1986),

‘ por lo que se le ha considerado como un activador de Ia PLA;, y dado que s¢ ha
implicado a la PLA, y a la produccién de los metabolitos del 4cido araquidénico en el
mecanismo biogufmico que subyace a los fenémenos de secrecién, la melitina ha sido
usada para estudiar la secrecién de diversos péptidos y hormonas (Burgoyne y Morgan,
1990; Abou-Samra y col.,1986; Ojeda y Negro-Vilar, 1985; Kiesel y col.,1987).

Se ha reportado que Ja melitina 0.8 uM es capaz de inhibir 1a diferenciacién de
células de melanoma de ratén, estimular el crecimiento de células embrionarias de rata
transformadas con adenvirus e inducir liberacién de 4cido araquiddnico y la sfntesis de
prost:;glandinas de fibroblastos de embridén de ratén en la misma forma que los ésteres
del forbol (Mufson y col.,1979). Ademds de activar a la PLA;, la melitina tiene una
serie de efectos sobre las células, Por ejemplo, Drust y Martin (1984) reportan que la
melitina 0.29 uM es capaz de provocar la fosforilacién de las mismas protefnas que los
ésteres del forbol en células GH3, lo que podria sugerir que la melitina est4
funcionando como activador directo o indirecto de la PKC. Estudios in vitro muestran
que Ia melitina es capaz de inhibir a 1a PKC activada de diferentes formas (ICspde 3 a
8uM), (O'Brian y Ward, 1989; Raynor y col.,1991; Raynor y col.,1991) por unién
directa al dominio catalftico de la enzima, de acuerdo con un mecanismo de inhibicién
no competitiva con respecto a la unién de ATP (O'Brian y Ward, 1989). La melitina
inhibe Ia unién de forbol dibutirato a PKC (ICsp = 14M) (Raynor y col.,1991),

La melitina puede formar un complejo estable con Ia calmodulina de cerebro
bovino. Este complejo se disocia en presencia de EGTA y urea. La afinidad de este
complejo es comparable a la de los que forma la calmodulina con sus enzimas blanco y
aproximadamente 1000 veces mas estable que los que forma la calmodulina con
hormonas peptidérgicas basicas o con drogas hidrofébicas. La melitina inhibe
competitivamente Ja activacién de la fosfodiesterasa cerebral por calmodulina (Raynor y

col.,1991). La melitina también inhibe a la proteina cinasa dependiente de Ca®* y
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calmodulina (CaMPK-IT) con una ICsp de 1M, (Raynor y col.,1991); inhibe a la
ATPasa de Na*/K* (ICsp = 2uM) (Raynor y col.,1991) y es capaz de provocar la
ruptura de fosfoinositidos, con formacién preferente de fosfato de inositol (Oksoon y
col.,1980).

ILB. FOSFOLIPASAS Az DE MAMIFEROS.

Las fosfolipasas son enzimas pertenecientes a las estearasas, capaces de hidrolizar a
sus sustratos in vivo. Las fosfolipasas Az (PLA;; fosfatido sn-2-acilhidrolasas; EC
3.1.1.4.) catalizan la hidrdlisis de la cadena de los sn-2-acil 4cidos grasos de una gran
variedad de sustratos fosfolfpidicos @L) para dar lugar a un 4cido graso y
lisofosfolfpidos. Estos productos pueden actuar por s{ mismos como segundos

mensajeros intracelulares o pueden metabolizarse como precursores en la produccién de

mediadoresljpfdicos especificos, por ejemplo, la sintesis de prostaglandinas y los

P

trombc por la ciclooxig 1a de leucotrienos, lipoxinas y compuestos

Tnrd A

por las lipooxig é4cidos epoxieicosatrienoico (EET) mediante la
accién del sistema del citocromo P450 o bien el 4cido araquidénico puede sufrir
autooxidaciones y dar lugar a la formacién de 4cidos hidroperoxieicosatetraenoicos
(HPETES), que son los precursores de los 4cidos hidroxieicosatetraenoicos (HETES)
(Shimizu y Wolfe, 1950).

En los iltimos afios se ha incrementado nuestro conocimiento de la diversidad de
formas y funciones de las sn-2-acithidrolasas. Dado que la importancia y funciones de
varias de las isoformas de la PLA, todavfa estdn por definirse, la nomenclatura formal
de estas enzimas se basa finicamente en su estructura y secuencia. Las enzimas de
14-KDa se han categorizado, usando relaciones evolutivas, en tipos 1, Il y Ill. La
PLA; de 85-KDa se ha caracterizado como una sn-2-acilhidrolasa y ha sido clonada y

secuenciada por més de un laboratorio, se le ha dado la denominacién preliminar de
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tipo IV. A causa de la limitada informacién sobre su estructura, todavfa hay otras
fosfolipasas A, que no han sido clasificadas (Mayer y Marshall, 1993).

Aunque los miembros de esta familia de sn-2-acilhidolasas no est4n bien
caracterizados, es posible una nueva perspectiva sobre la funcién de varias fosfolipasas
A, Las fosfolipasas A tipo I de 14 KDa Ca?* dependientes son las fosfolipasas A,
mas estudiadas, Hay reportes de su presencia en diversos tejidos, como pulmén y
rifién (Wallner y col.,1986), también hay reportes de sitios de unién de PLA tipo I en
1a superficie de las células, pero el papel extrapancredtico de esta enzima no se conoce
bien. La PLA, tipo II de 14 KDa humana se encuentra asociada con varios tipos
celulares y tejidos, o extracelularmente, cuando se libera como respuesta a los
mediadores proinflamatorios, tales como Ia interleucina I (IL I) o IL 6 o al factor de
necrosis tumoral (TNF). Su presencia en fluidos inflamatorios, exudados tisulares o
suero la ha implicado en Ja inflamacién. El papel de la PLA, tipo IT de 14 KDa en el
metabolismo de lfpidos debe reevaluarse a Ja luz de la identificacién de otra PLA
asociada a las células, pero estructuralmente diferente: la sn-2 acilhidrolasa de 85 KDa,
Las fosfolipasas A tipo IV de 85 KDa son los candidatos mds probables para ejercer el
contro! de Ia liberacidn de dcido araquidénico de sus pozas celulares, ya que, aunque al
igual que la PLA, tipo II de 14 KDa, es activa a pH neutro y es Ca?* dependiente, a
diferencia de las dem4s sn-2-acithidrolasas, las fosfolipasas A, de 85 KDa tienen una
marcada preferencia por el 4cido araquidénico en la posicién sn-2 de los sustratos
(Clark y col.,1991; Kramer y col.,1991).

Es necesario mencionar también un tercer grupo de fosfolipasas A, las
sn-2-acilhidrolasas independiéntes de Ca? *, que aunque menos conocidas, también
deben considerarse como contibuyentes potenciales en la produccién de mediadores

lipfdicos.
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L Wimcidn y Funciones.
La PLA tipo IT de 14 KDa soluble que se ran eri altas c traciones en los

fluidos extracelulares tales como el lfquido sinovial (Seilhamer y col.,1989), lfquido de
ascitis (Kortesuo y Nevalainen, 1991) o suero (Green y éql.,1991) durante los episodios
inflamatorios., Hay diversos est'udios que tratan de establecer su origen, encontréndose
que esta PLA, solubie pue&e liberarse de diversos tipos celulares, tales como las
plaquetas activadas con trombina (Kramer y col.,1989) y los macréfagos de conejo
tratados con f-Met-Leu-Phe (Lanni y Becker, 1983). En este tiltimo caso se libera
junto con lisozima y glucuronidasa, lo que sugiere una localizacidn lisosomal de Ia
misma (Lanni y Becker, 1983). La produccién de prostaglandinas y Ia liberacién de
PLA, se inhiben con actinomicina D y con cicloheximida, lo que indica su dependencia
de la sintesis de RNA y de protefnas. De hecho, se ha reportado que los niveles de
mRNA de PLAZ de 14 KDa se incrementan en células mesangiales de rifién de rata con
IL-1 y disminuyen cuando se tratan con dexametasona (Nakazato y col.,1980;

O'Banion y col.,1980). '

El gen humano que corresponde a dicha PLA se ha clonado de una biblioteca de
DNA genémico, encontrdndose que codifica tanto para la PLA; tipo II de 14 KDa
completa, como para una secuencia de seiializacién.

Con el objeto de saber si las PLA; tipo II de 14 KDa bioqufmica o inmunolégicamente
relacionadas provienen de uno o varios genes se han hecho estudios de Southern blot de
DNA genémico humano cuyos resultados sugieren que todas las isoenzimas provienen
de un solo gen, que codifica tanto para la PLA tipo Il de 14 KDa completa, como para
una secuencia de seﬁali}acidn (Seithamer y col.,1989; Kramer y col.,1989). La enzima
de tipo II parece estar muy conservada entre las diferentes especies. Entre las enzimas
plaquetarias de humano, rata y cerdo hay una homologfa del 79% en la secuencia en
general, con un 100% de homologia en el centro activo y el patrén de puentes disulfuro

(Seilhamer y col.,1989).
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La enzima es sensible al ditiotreitol (DTT) y resistente al calor y a condiciones 4cidas
(Seilhamer y col.,1989; Kramer y col.,1989). La PLA, de 14 KDa humana se ha
caracterizado como activa a pH de 7a 9 y requiere Ca?* como cofactor. El Ca?* no
puede ser sustituido por otros cationes y algunos metales, como el Fe? +, inhibenala
enzima. Esta enzima no muestra preferencia por un 4cido graso en especial en la
posicién sn-2, pero es bastante selectiva con respecto a la clase de sustratos
fosfolipfdicos, ya que prefiere a la glicerofosfoetanolamina o a 1a glicerofosfoserina e
hidroliza muy pobremente a la glicerofosfocolina (Kramer y col.,1989; Hara y
col.,1989). '

Las sn-2-acilhidrolasas celulares pueden tener varias funciones, como el recambio
normal de fosfolfpidos, reparacién de la peroxidacién de lfpidos (Van Kuijk y
col.,1987) o movilizacién de 4cido araquidénico para la sfntesis de mediadores lipfdicos
(Pemas y col.,1991).

La selectividad para el araquidonilo y la dependencia de Ca2* para la tranlocacién
son caracterfsticas que se esperan en una enzima implicada en la movilizacién de 4cido

Tinfd:

araquidénico para la produccién de mediadores lipfdicos. Hay evidencia, obtenida en

células de ovario de hamster chino que sobreexpresan a la enzima, de que Ia PLA; de
85 KDa puede estar involucrada en la produccién de 4cido araquidénico estimulada por
hormonas (Lin y col.,1992).

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra PLA2 de 85 KDa de plaquetas
de conejo se ha identificado una enzima inmunolégicamente relacionada, que
contribuye aproximadamente con el S0% de la actividad de PLA total en neutréfilos
de congjo, plaquetas, cerebro, pulmén e higado, pero presenta una muy somera
actividad en bazo o rifién (Axelrod, 1990). Estos resultados permiten suponer que la
PLA de 85 KDa participe en la mobilizacién del 4cido araquidénico, pero no definen

claramente la relacién entre la produccién de 4cido araquidénico y la produccién de
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mediadores lipfdicos especfficos; ademds de no mostrar evidencia concluyente que
excluya la participacién de otras isoformas de PLA,. De hecho se ha reportado la
coexistencia de varias enzimas con caracteristicas de PLA; en la misma célula o tejido,
por ejemplo, se han caracterizado 3 clases diferentes de sn-2-acilhidrolasas en células
cebadas en cultivo y en cerebro de gerbo (Murakami y col.,1992; Rodorof y
col.,1991).

2. Caracterfsticas Bioqufmicas.

Se ha identificado PLA, tipo IV de 85 KDa en tejidos y células como una actividad
con 2‘camcteﬁsticas particulares:
1) Una afinidad de 5 a 10 veces mayor por los sustratos fosfolipidicos que tienen un
araquidonato en la posici6n acilo-sn-2, sin que presenten una preferencia significativa
por el acilo 1 o por el grupo activo (Gronich y col.,1990; Diez y Mong, 1990; Diez y
col.,1992). 2) La translocacidn de la actividad enzim4tica de la fraccién citosdlica a la
fraccién particulada en condiciones de Ca?* amortiguado que van de 300 a 700 nM
(Kramer y col.,1991; Diez y col.,1992; Gornich y col.,1990).

Dos grupos han obtenido el cDNA de la PLA; tipo IV de 85 KDa a partir de la
secuencia parcial de amino4cidos de la enzima purificada a homogeneidad,
encontrdndose con una masa molecular ligeramente inferior (85 KDa) a la determinada
por electroforesis (95-110 KDa) (Cl;n'k y col.,1991; Sharp y col.,1991),

Mediante estudios de Southern blot del genoma humano se ha encontrado que hay
una sola copia del gen que codifica para la PLA; tipo IV de 85 KDa y que no hay otros
genes relacionados. Se obtuvo evidecia concluyente de que este gen codifica para la
PLA; tipo IV de 85 KDa mediante la expresién de una enzima de idéntica actividad y
caracterfsticas bioqufmicas en células COS-1 y en células de ovario de himster chino
(CHO); (Clark y col.,1991; Sharp y col.,1991). La comparacién entre enzimas

proveinientes de células U937 y de la lfnea celular de macréfagos murinos, RAW
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264.7, muestra una homologfa de mas del 95% en su secuencia de amino4cidos (Clark
y col.,1991). El andlisis de la secuencia de aminodcidos revel6 la existencia de un
dominio de 45 aminodcidos homélogo al dominio de unién al Ca2* de la PKC y una
homologfa parcial con una protefna surfactante de pulmdn, pero no hay homologfa con
ninguna otra protefna conocida, ni siquiera con la PLA? tipo II de 14 KDa, Se ha
expresado un fragmento, homélogo al fragmento de la PKC antes mencionado, que se
ha demostrado que se transloca a la membrana en forma dependiente de Ca?* (Clark y
col.,1991). Esta translocacién también se ha reportado para PLA; de células de
Kupfer (Krause y col.,1991).

De acuerdo con la idea de que el Ca?* es necesario para la translocacién, se ha
reportado que hay un solo lugar de unién para el Ca?* en el complejo ternario formado
por la PLA,, ¢l fosfolfpido y el Ca®*. Sin embargo hay actividad hidrolftica en
ausencia de Ca2*, cuando se usan concentraciones elevadas de NaCl u otras sales, lo
que implica que el Ca?* se necesita para la interaccién interfacial, pero no para la
catdlisis (Wijkander y Sundler, 1992), Este fenémeno no se ha descrito todavfa para la
PLA; tipo Il de 14 KDa.

La cinética de la hidrélisis de fosfolfpidos por la PLA; tipo IV de 85 KDa tiene dos
pasos claramente definidos, que involucran diferentes dominios enziméticos; la unién
interfacial y 1a catdlisis (Clark y col.,1991; Wijkander y Sundler, 1992). Se ha
estudiado la actividad de la enzima empleando vesfculas de diversos fosfolfpidos,
vesfculas mixtas, micelas y hasta membranas de Escherichia coli como sustratos,
encontrdndose que presenta una clara preferencia por el sn-2-araquidonil sobre el
sn-2-oleoilfosfolfpido y el sn-2-palmitoil s, un sustrato inadecuado. De donde se
desprende que el grado de insaturacin de la cadena sn-2 determina la afinidad de la
enzima por un sustrato dado (Clark y col.,1991; Gronich y col.,1990; Diez y Mong,
1990; Diez y col.,1992; Leslie, 1991). Se ha reportado que la actividad se pierde con
el recambio, tal vez debido a inactivacién suicida (Leslie, 1991). Esta aparente pérdida
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de la actividad se ha atribuido también al agotamiento local de sustrato, conforme la
enzima queda atrapada en vesfculas de glicerofosforilcolina mientras se acumulan los

productos de hidrélisis (Leslie, 1991).

3. Regulacién.

La liberacién y 1a formacidn de mediadores lipidicos estd regulada por varios
mecanismos, Se supone que el paso limitante de este proceso es la accién de 1a PLA;
sobre las poms de fosfolfpidos, lo que da como resultado la disponibilidad de 4cido
araquidénico. La actividad de la PLA; est4 regulada por la transducién de sefiales
mediada por receptores, la concentracién intracelular de Ca2*, la interaccién con
protefnas activadoras e inhibidoras, y el control transcripcional. Actualmente la
literatura sobre regulacién de la actividad de PLA; se compliéa por el conocimiento de
Ias muiltiples actividades de PLA; que existen en muchos de los tipos celulares que se
han estudiado. La aplicacién de las caracteristicas bioqufmicas de las fosfolipasas ya
caracterizadas a estudios viejos ocasionalmente permite reconocer a la fosfolipasa cuya
actividad se midio.

" Laactivacién de la sn-2-acilhidrdlisis mediante la transducién de sefiales se lleva a
cabo a través de 2 vias. Una de ellas es la activacién de la PLA; por una protefna G
asociada a un receptor, que no requiere activacién de la PLC y la otra es una
activacién indirecta a través de una via mediada por PLC que aumenta el Ca®* y activa
a la protefna cinasa C, (PKC) o a cinasas subsecuentes (Axelrod, 1990; Tang y
coll., 1988).

Las sn-2-acilhidrolasas pueden ac.:tiv‘arse también mediante una protefna activadora
de la PLA; de mamifero (PLAP), que c;)nﬁene una secuencia homéloga a la melitina y
ha sido recientemente aislada de células BC3H (Clark y col.,1987). Aunque no se
conoce ¢! mecanismo mediante el cual la PLAP activa a la PLA,, se ha reportado que

ésta protefna es capaz de aclivar a la PLA de 14KDa, pero no a la PLA; de 85 KDa in
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vitro, (Steiner y col.,1993) y estimula la actividad de PLA; en homogenados de células
BC3H (Clark y col.,1987).

La mobilizacién o la disponibilidad de Ca?* intracelular parece ser un requisito
indispensab]é para la activacion tanto de la PLA; tipo II de 14KDa, como de la la
PLA, de 85KDa. Como ya se dijo antes, ]a PLA; de 85 KDa requiere de Ca?* (3002
700 nM) para translocarse del citosol a la membrana, sin embargo cuando se activan
los receptores de las células, el transiente de Ca?* subsecuente provoca que se alcancen
localmente concentraciones micromolares de Ca?* intracelular (Mayer y Marshall,
1993), Si tomamos en cuenta que Ja traslocacién a la membrana y la actividad
catalftica de la enzima son procesos independientes entre sf (Diez y Mong, 1990;
Wijkander y Sundler, 1992; Krause y col.,1991; Rehfeldt y col.,1991), Ia
concentracién de Ca?* ala que las formas soluble y asociada a membrana de la la
PLA, tipo II de 14KDa alcanzan su actividad éptima es de 5 mM (Rehfeldt y
col.,1991), esto implica que el flujo de Ca?t actia como un paso en la regulacién de la
actividad de la PLA de 85KDa. Casi todos los reportes indican que la PLA; tipo I de
14KDa requiere de Ca2* en concentraciones milimolares, aunque recientemente se ha
publicado un estudio en paralelo en que se demuestra que ambas enzimas tienen

requerimientos de Ca?* similares (Marshall y McCarte-Roshak, 1992).

4. Modulacién Farmacolégica de la PLA;,

Se ha descrito un gran nimero de inhibidores de 1a PLA, tipo I, entre ellos, los
andlogos de fosfolipidos, como los acilamino fosfolfpidos (de Haas y col.,1990), que
achian por un mecanismo de competencia, ya que la amida en la posici(Sn 2 permite la
unién del compuesto a la enzima, pero la estereoselectividad del sitio activo impide que
esta se hidrolice (de Haas y col.,1990). Se ha reportado que el bromofenacilbromuro
(BPB), inhibe a la PLA tipo I, uniéndose selectivamente a la histidina 48 del sitio

activo de la enzima (Inoue y Matsui, 1990). Bas4ndose en este compuesto se han
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disefiado los acenaftenos 1-meta- hidroxibencil-2-substituidos, que son compuestos
conformacionalmente rigidos, dirigidos contra el sitio activo de la PLA; tipo I. Estos
compuestos aprovechan la hendidura hidrofébica situada entre 1a Leu-2 y la Tyr-69,
mientras se dirige la funcionalidad del enlace de hidrégeno hacia el nd1-N de la His-48,
por el cual muestran preferencia. Adicionalmente se usa una amina para desplazar al
Ca?* y tener un andlogo bisustrato (Ripka y col.,1980). Se han encontrado o disefiado
algunos inhibidores de 1a PLA, L|po 11 de 14 KDa (Mobilio y Marshall, 1980). Los
compuestos de interés incluyen al manoalide y al scalaradial, que son potentes (ICsp de
15 a 10 nM), pero inespecfficos, ya ;;ue actian a través de una alquilacién inespecifica
de los residuos dé lisina. Otro grupo de interés son las lipocortinas, que se han aislado
de exudado peritoneal de rata y se han localizado en diversos tipos celulares humanos
(Pepinsky y col.,1986; Wallner y col.,1986). Se han estudiado también para PLA2
tipo II substancias andlogas a los sustratos, dirigidas al sitio activo y andlogos de los
estados de transicin, tales como amidas tioéter de glicerofosfatidilcolina y de
gliceroetanolamina (Yu y col. ,19905 y el andlogo al estado de transicién del fosfonato
de C7 (Potts y col.,1992). Sin embargo, a la fecha no se han descrito inhibidores dela
PLA, de 85 KDa, aunque los inhibidores de la PLA, de 14 KDa inhiben débilmente a

esta enzima,’

5. PLA; independientes de Ca®*.

Se ha encontrado actividad de PLA, independiente Ca2* en précticamente todos los
érganos, con la mayor actividad en cerebro, pulmén, corazén e hfgado. Esta actividad
10 se ha caracterizado en la mayorfa de los casos y puede representar a una o mas
isoenzimas. Una enzima de este tipo que hg sido bien estudiada es la PLA;
independiente de Ca2* de 40 KDa de corazén de conejo. Esta es insensible al BPB,

" pero que se inactiva con una bromoenolactona o con un agentes sulfidrantes (Hazen y

col.,1991). También en plaquetas de oveja se ha identificado una actividad de PLA,
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independiente de Ca?*. La secuencia de esta PLA independiente de Ca2™ presenta
una alta homologfa con una protefna de funcién desconocida, originalmente clonada del

cerebro (Zupan y col.,1992).

6. Evidencias de actividad de PLA en sinaptosomas,

Bradford (Bradford y col.,1983), reporta la presencia de f’LAz en sinaptosomas y
Moskowitz (Moskowitz y col.,1983) Ia demuestra, en vesfculas sindpticas, esta tiene un
pH 6ptimo de 8.5 y cuya actividad se facilita en presencia de Ca?* externo. Baba
(Baba y col.,1986) caracteiza una actividad de PLA, en membranas sindpticas, que no
es especffica para dcido araquidénico, pero tiene un pH 6ptimo bésico y es dependiente
de Ca?*, Hay evidencia de que la concentraci6n de 4dcido araquidénico endégeno
aumenta cuando los sinaptosomas son despolarizados con alto K* o con el ionéforo de
Ca?* A23187 (Asakura y Matsuda, 1984). Asimismo se ha reportado que los 4cidos
grasos insaturados, como e! 4cido oléico y el araquid6nico, cuando se aplican en forma
exdégena, son capaces de provocar un aumento en la liberacién basal de [°H)-GABA en
s‘inaptosomas_ de cerebro de rata (Rhoads y col.,1983).

Hay evidencia de que la activacién de la PLA; est4 involucrada en diversos
fenémenos de secrecién, por ejemplo, la secrecién de insulina de islotes de pancreas de
rata, en secrecién de LH de adenohipéfisis y en secrecidn de serotonina por plaquetas.
Sin embargo es poco lo que se sabe de su participacién en el mecanismo de liberacién

de neurotransmisores.

II.C. GENERALIDADES SOBRE LA LIBERACION DE
NEUROTRANSMISORES

Un neurotransmisor es una substancia que se libera sindpticamente de una neurona

y afecta a otra célula o grupo de células adyacentes de un modo especffico,
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produciendo un efecto inmediato y reversible en la(s) célula(s) blanco. Hay 8
substancias consideradas como neurotransmisores cldsicos: acetilcolina, dopamina,
norepinefrina, serotonina, histamina, 4cido gama aminobutirico (GABA), glicina y
glutamato. Las caracteristicas que los definen como tales son las siguientes: Se
sintetizan en la terminal nerviosa, est4n presentes en la terminal presindptica y se
liberan en cantidades suficientes como para ejercer su accién sobre la neurona
postsindptica o el 6rgano efector. Cuando se aplican en forma exégena, en
concentraciones similares a las enddgenas, ejercen exactamente Ja misma accién del
transmisor endégeno. Finalmente, existe un mecanismo para su remocién de la

hendidura sindptica (Schwartz, 1991).

4. Almacenamiento del Neurotransmisor.

Una vez que se ha sintetizado el neurotransmisor se almacena en las vesfculas
sindpticas. Estas estructuras tienen dos funciones fisiolégicas: Acumular y guardar el
neurotransmisor y mediar la liberacién del mismo por el proceso de exocitosis
(Schwartz, 1991),

Las aminas biogénicas entran a las vesiculas sin4pticas a favor de un gradiente de
pH. En el citosol las aminas biogénicas existen como especies eléctricamente neutras,
pues el pH del citosol es de 7 aproximadamente. Como el pKa del subgrupo amino de
las monoaminas es de 9, a pH fisiolégico solamente el 0.5% del total de las
monoaminas estd en forma neutra; solo la especie no protonada penetra al interior de la
vesfcula, porque el pH interior de la misma es de 9. En estas condiciones la cantidad
de amina no protonada es 70% menor que en el citdplasma. Consecuentemente,
cuando una molecula de amina sin carga entra en la vesfcula, es protonada y no puede
escapar. Por lo tanto el neurotransmisor llevado a las vesfculas por atrapamiento de
iones y retenido en el interior de las mismas por la formacién de complejos con ATP y

protefnas internas. Ademds de la entrada pasiva, hay evidencia también de un
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transporte acitivo y especffico de H+ junto con las moléculas de transmisor. Lo que
provocarfa una acumulacién de neurotransmisor aiin mayor que solo por atrapamiento

de iones (Schwartz, 1991).

5. Evidencia bioqufmica de exocitosis.

La mejor evidencia de que la exocitosis estd involucrada en la liberacién de
neurotransmisores proviene de experimentos con células de médula adrenal estimuladas
para provocar la liberacién de aminas biogénicas. Observaciones mas recientes
sugieren que la liberacién de neurouanshnisores, a pesar de ser un proceso exocitético
d‘iﬁerc de la liberacién glandular y de la neurosecrecién. La transmisién sindptica
involucra a las vesiculas sindpticas, que son mas pequefias que las secretoras, y a muy
pocas protefnas de la matriz membranal. La interaccién de las vesfculas siflépticas con
1a membrana est4 facilitada por una estructura especializada que se encuentra en la
membrana presindptica. Esta zona se llama zona activa. .En estos sitios la transmisién

sindptica es répida, sostenida y repetitiva (Schwartz, 1991).

6. Remoci6n del Neurotransmisor de Ja hendidura sindptica.

Una vez que el neurotransmisor liberado ha cumplido con su funcién la neurona lo
retira de la hendidura sindptica mediante los siguientes mecanismos: difusién, recaptura
y degradacién enzimdtica. Este tltimo particularmente opera en la inactivacién de Ia

acetilcolina (Schwartz, 1991).

En el mecanismo de inactivacién participan transportadores de alta afinidad para
cada neurotransmisor, que remueven al neurotransmisor respectivo y asf permiten
economizar la sintesis del mismo al rellenar Ias reservas de éste en la terminal
presindptica. A pesar de que los sistemas de recaptura son especfficos, tiencn

caracterfsticas en comiin. Todos ellos requieren de Na* en el medio externo, usindose
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1a energfa del gradiente de Na* a través de la membrana para concentrar el
neurotransmisor dentro de la terminal. Aunque estudios recientes del laboratorio
indican que para el caso de la dopamina, el ClI* juega un papel decisivo en Ia captura de
dicha monoamina (Sitges y col.,1994). En el caso del transportador de GABA, que se
ha purificado y es, probablemente el mejor conocido, es necesario también el CI° como
cotransporte. En la estequiometrfa del transporte de GABA, las proporciones de las
especies transportadas son: 2 Na* : 1 CI' : 1 GABA, Este es probablemente el

mecanismo mas comtin para la inactivacién de neurotransmisores (Schwartz, 1991).

7. Sinaptosomas.

Las membranas bioldgicas tienden a resellarse cuando se rompen. Esta propiedad
permite aislar a las terminales nerviosas de homogenados parciales de tejido nervioso
preparados.en solucién isotdnica de sacarosa (Gray y Whittaker, 1962). Cuando el
tejido nervioso se rompe (homogeniza) en el seno de una solucién isoténica, las
membranas celulares se rompen en sus zonas mas delgadas y menos resistentes,
permitiendo que las terminales nerviosas se separen del axén y se resel!en, conservando
en su interior la maquinaria bioqufmica necesaria para la sfntesis, almacenamiento,
liberacién y recaptura de los neurotransmisores (Dunkley y col.,1987; Bradford, 1975).
Estas estructuras continuas reciben el nombre de sinaptosomas. La continuidad de su
membrana se ha constatado en preparaciones de sinaptosomas observadas al
microscopio electrénico (Bradford, 1975; Gray y Whittaker, 1962).

Los sinaptosomas recién aislados tienen camcterfstic#s bioquimicas y estructurales
semejantes a las de las terminales nerviosas intactas (Bradford, 1975). Se ha
demostrado también la presencia de un potencial de membrana en los sinaptosomas, lo
que les permite responder a estfmulos eléctricos, como los potenciales sindpticos
generados por potenciales de accién (Richards y McIlwain, 1967). Los sinaptosomas

son capaces de regular el transporte de Ca* a través de su membrana (McGraw y
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col.,1981) y de mantener un nivel de Ca?* citosélico, en reposo, similar al de las
cflulas intactas (Nachshen, 1985). Ademds se ha observado un importante
acoplamiento entre la liberacién del neurotransmisor y la entrada de Ca?* durante Ia
despolarizacién rdpida (Drapeau y B.laustein, 19835. Los sinaptosomas a 37° Cy en
presencia de lbs sustratos adecuados pueden respirar con un consumo lineal de O,
durante varias horas después de haber sido aislados (Bradford, 1969), ademds de
conservar su sensibilidad osmdtica y tener una gran capacidad para amortiguar los
cambios de pH extemno (Nachshen y Drapeau, 1988).

. OBJETIVOS

Con base en los antecedentes descritos anteriormente se exploraron y se
caracterizaron los efectos de la melitina sobre los sinaptosomas de acuerdo con los
siguientes objetivos:

Objetivos:

Como se ha reportado que la melitina es capaz de provocar Ja liberacién de diversos
péptidos y hormonas (Burgoyne y Morgan, 1990; Metz, 1986; Gandison, 1984;
Kneppel y Gerhards, 1987; Ojeda y Negro-Vilar, 1985; Abou-Samra y col.,1986;
Kiesel y col.,1987) y este efecto se ha adjudicado a la participacién de la PLA,
(activada por melitina) en el proceso de liberacién de dichos mensajeros qufmicos pero
también se ha demostrado que en eritrocitos 1a melitina causa hemélisis, en este estudio
se exploré:

1) El efecto de la melitina sobre la liberacién basal de neurotransmisores,

2) Hl efecto de Ia melitina sobre la actividad de Ia PLA, sinaptosomal, dado que
aunque se ha reportado que esta substancia es capaz de activar a PLA; (Clark y
col.,1987; Steiner y col.,1993), se ha reportado que no activa a todas las isoformas de

1a enzima (Steiner y col.,1993).
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3) FJ posible efecto Iftico de 1a melitina en sinaptosomas.

4) Si la posible contribucién de la capacidad de la melitina como activador de PLA;
subyacfa a sus efectos sobre la liberacién de neurotransmisores. »

5) Si la capacidad ltica de la melitina subyacfa a sus efectos sobre la liberacién de
neurotransmisores.

6) Si el efecto de la melitina sobre la liberacién de neurotransmisores depende de Ca%*
externo.

7) Si el efecto de la melitina sobre la produccién de dcido araquidénico depende de i
Ca®* externo.

8) Siel efecto de Ia melitina sobre la lisis de los sinaptosomas depende de Ca®*
externo.

9) Si el efecto de la melitina sobre ]a liberacién de neurotransmisores es sensible al

inhibidor de 1a actividad de PLA, dependiente de Ca®*, BPB.

IV. MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se estudi6 la liberacién de los siguientes neurotransmisores: [*H]-
GABA de sinaptosomas puros del cerebro completo del ratén y [’H]-dopamina de
sinaptosomas crudos (P,) de cuerpo estriado de la rata. También se estudié la
produccién de [*H)-4cido araquidénico por membranas de sinaptosomas puros de
cerebro de rat6n previamente marcados con el dcido graso radioactivo siguiendo el
método de Strosznajder y Samochocki, (1991). El dafio que pudieran causar los
distintos tratamientos a que fueron sometidos los sinaptosomas se evalué midiendo la
actividad de deshidrogenasa l4ctica (DHL) en el sobrenadante de los sinaptosomas en
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suspensidn tratados con melitina. La actividad de DHL se determiné siguiendo el
método espectrofotométrico reportado por Dagani y Erecinska (1987).
1) Obtencidn de 1a preparacién sinaptosomal.

Para preparar los sinaptosomas se sigui6 el método de Hajos (Hajos, 1975)
modificado (Sitges y col.,1993). Para la preparacién de los sinaptosomas empleados en
este trabajo sc usaron ratones macho cepa CD1 de once semanas de edad, en el caso de
los exp&imm de liberacién de GABA; o bien, ratas Wistar macho de 250 g de peso
para los experimentos de liberacién de dopamina.

Los sinaptosomas se prepararon de Ia siguiente forma: los animales se matan por
decapitacion y se extraen los cerebros, en el caso de las ratas se diseca el cuerpo
estriado. A continuacidn, el tejido obtenido se homogeniza en sacarosa 0.32 M a 4°C.
La relacién P/Ves de 1 g de tejido : 9 ml de sacarosa 0.32 M. El homogenado se
centrifuga a 1500 x g durante 10 minutos, en una centrifuga refrigerada Beckman J2-
21, desechindose el precipitado. El sobrenadante asf obtenido se centrifuga a 9000 x g
durante 20 minutos. Cuando se preparan sinaptosomas P2 (fraccién sinaptosomal
cruda), éste botdn de precipitado se resuspende en 3 ml de dextrosa 0.32 M y se
procede a la incorporacidn de la marca radioactiva. Para preparar sinaptosomas puros,
el precipitado de la segunda centrifugacién se resuspende en 4.2 m! de sacarosa 0.32
My sc coloca formando una banda sobre 20 ml de sacarosa 0.8 M, para formar un
gradiente discontinuo por centrifugacién a 9500 x g. El gradiente asf obtenido presenta
3 bandas: I una banda blanca en la interfase entre las dos soluciones de sacarosa, que
contiene secciones de axones mielinizados, una gran proporcién de los cuales retiene el
axoplasma, incluidas algunas mitocondrias. IT una banda opalina, en la que se
encuentran las particulas sinaptosomales en suspensién y III un botén de precipitado
que contiene predominantemente mitocondrias, aunque también hay sinaptosomas
presentes (Hajos,1975). La fraccién II se separa y se diluye con 3 veces su volumen de

una solucide de sacarosa 0.32 M. Esta suspensicn se centrifuga durante 15 minutos a
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20000 x g por 15 minutos para concentrar los sinaptosomas puros. El botdn de
precipitado se resuspende en aproximadamente 3 ml de dextrosa 0.32 Mo en el
volumen de Ringer necesario para tener la concentracién de proteina sinaptosomal que

¢l experimeato requiera.

2. Liberacién de neurotransmisores en perfusidn continua.
A) Medio de perfusién.

Se emplea un Ringer de Krebs bicarbonato a pH 7.4 gaseado con una mezcla de
CO,: 0, (5%:95 %) a 37°C. La compocicidn de &ste medio es la siguiente: NaCl 127
mM , KH,PO, 1.18 mM, KCl 3.73 mM, CaCl, 1.8 mM, MgSO, 1.18 mM, NaHCO;
20 mM, dextrosa 11.2 mM. Em el caso del Ringer sin Ca®*+, se omite el CaCl, y se
agrega EGTA 200 uM.

El Ringer se modifica mediante la adicién de diferentes formacos, ya sea para
provocar la liberacién de neurotransmisores o para inhibirla. Para inducir la liberacién
de neurom;nsmisores el Ringer bésico se modifica mediante el empleo de 1a melitina.
B) Incorporacitn de la marca radiactiva.

El neurotransmisor radioactivamente marcado se incorpora a los sinaptosomas
aprovechando uno de los mecanismos de inactivacién de neurotransmisores, que se
conservan en los sinaptosomas: la recaptura de alta afinidad. Este mecanismo es
dependiente de sodio y de temperatura. El uso del mecanismo de recaptura para el
cargado de los sinaptosomas permite que al ser estos colocados en un medio en el que
exista la concentracion adecuada del neurotransmisor, este sea llevado al interior de los
sinaptosomas y allf se almacene para liberarse posteriormente. La incorporacién del
neurotransmisor radioactivamente marcado a los sinaptosomas se lleva a cabo en un
Ringer Krebs con bicarbonato de la siguiente composicién: NaCl 127 mM, KH,PO,
1.18 mM, KC13.73 mM, CaCl; 1.8 mM, MgSOy 1.18 mM, NaHCOQ; 20 mM, Esta

solucidn contiene 0.1 mM de 4cido aminooxiacético, cuando se estudia la liberacién de
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[°HI-GABA, o bien 0.1 mM de pargilina y 0.1 mg/ml de 4cido ascérbico (como
antioxidante) en los experimentos de liberacién de [’H]-dopamina. Para efectuar el
cargado se toma una alfcuota de los sinaptosomas suspendidos en dextrosa 0.32 M (1:9)
y se afiade al medio de captacién. La preparacion anterior se preincuba durante 10
minutos o mas a 37°C, al término de los cuales se agrega la cantidad necesaria de una
mezcla de [’H]-GABA (0.83 uCi) y GABA frio para obtener una concentracién final
de 0.5 uM; o bien de una mezcla de [*H]-dopamina (2 xCi)y dopamina frfa para

[ ]

La preparacidn descrita se incuba a 37° durante 10 minutos.

obtener una concentracidn final de 0.25 uM.

C) Liberaci6n de neurotransmisores.

Una vez que se han cargado los sinaptosomas con el neurotransmisor radioactivo, se
procede a estudiar la liberacién del mismo empleando un sistema de liberacién en
perfusién continua, que se describe a continuacién. El sistema de perfusién continua
que se emplea estd compuesto por: Una cdmara Swinex multiperforada acoplada a un
reservorio. Sobre la base de Ia cdmara se coloca un fiitro de nitrocelulosa Millipore
con poros de 0.65 um, cuya funcidn es retener a los sinaptosomas durante la perfusién
(estos miden aproximadamente 1 gm 'de didmetro). El Ringer que contiene la
condicidn experimental o substancia a probar, se coloca en el reservorio y se hace
circular a través de la preparacién mediante una bomba perist4ltica, a una velocidad de
0.5 ml por minuto.

La preparacién sinaptosomal es perfundida durante un periodo variable de tiempo
(14 min), de acuerdo a las condiciones que requiera el experimento. El liquido de
perfusién se recoge mediante una tuberfa de “tygon" terminada en unas agujas, que se
colacan dentro de unos viales con liquido de centelleo, donde se recoge el medio

(Fricke, 1975). La radioactividad se cuantifica en un contador Beckman modelo
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LS7800. La liberacin del neurotransmisor se reporta como el porciento de
neurotransmisor liberado del neurotransisor total captado por los sinaptosomas.

»
3. Determinacién de la actividad de PLA; de membranas de sinaptosomas puros de
cerebro de ratén.

La actividad de 1a PLA; sinaptosomal se mide indirectamente, cuantificando la
produccién de PHl-4cido araquidénico de membranas de sinaptosomas puros de
cerebro de ratén.

El 4cido araquiddnico radioactivamente marcado se incorpora a la membrana
sinaptosomal aprovechando el sistema de elongacién de 4dcidos grasos de cadena larga
(Yoshida y Bourre, 1992). La reacci6n requiere de acetil coenzima A, que permite la
incorporaci6n det [H]-4cido araquiddnico a los fosfolfpidos de 1a membrana
sinaptosomal (Yoshida y Bourre, 1992). Las membranas de sinaptosomas marcadas
con [PH]-4cido araquidénico se usan como fuente de PLA; y de sustrato para la
reaccién que da lugar a la produccién de (*H]-4cido araquidénico (Strosznajder y
Samochocki, 1991). '

A) Marcado de los fosfolfpidos membranales con [’H]-acido araquidénico.,

El marcado de los fosfolipidos membranales se Ileva a cabo en un Ringer Krebs
normal con bicarbonato, de la siguiente composicién: NaCl 127 mM, KH PO, 1.18
mM, KCl 3.73 mM, CaCl, 1.8 mM, MgSOQ, 1.18 mM, NaHCO; 20 mM, y Dextrosa
11.2 mM. Esta suspensidn contiene § mg de protefna sinaptosomal en un volumen de 5
ml (Img/ml). La preparacién anterior se preincuba durante 5 minutos a 37°C, al
término de Jos cuales se agrega 2.51 mM de ATP, 10 mM de MgCl,, 0.1 mM de acetil
coenzima A 0.3 mM de ditiotreitol y 2 mCi de [*H)-4cido araquiddnico. La
preparaciéa descrita se incuba a 37°C durante 40 min, al término de los cuales se
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diluye con 15 mi de Ringer Krebs que contiene 150 mg de albimina sérica bovina
(BSA) libre de 4cidos grasos y se centrifuga a 1000 xg durante 10 min. Este lavado se
repite con Ringer Krebs sin BSA. El botén de precipitado resultante se resuspende en
la cantidad de Ringer necesaria para tener la concentrcién de protefna sinaptosomal que
el experimento requiera (Strosznajder y Samochocki, 1991).

Tabla I

t(min) % Acido Araquidénico

0 2.53
15 35.48
30 58.80
45 58.29
60 45.06

Incorporacién con respecto al tiempo de [3H]-Acido Araguiddnico a los sinaptosomas
en incubacién. Tiempo de incubacidn en minutos (t). % Acido Araquidbnico se refiere
al % de la radioactividad to1al (ver métodos) incorporada a las membranas.

B) Preparacién de las membranas de sinaptosomas de cerebro de ratén.

Para preparar membranas a partir de sinaptosomas puros de cerebro de ratén
previamente cargados con [PH)-4cido araquiddnico se usa el método descrito por
Bennett (1978). Los sinaptosomas de cerebro de ratén previamente cargados con
(%H]-4cido araquidénico se resuspenden en 10 ml de buffer Tris SO0 mM, pH 7.7 y se
homogenizan en un Tissumizer Ultraturrax modelo TR 10 durante 30 segundos a una
velocidad de 2300 rpm en baiio de hielo. El homogenado resultante se centrifuga a 30
000 xg durante 30 minutos. El sobrenadante se decanta y se resuspende el botén en
Ringer Krebs oon bicarbonato. Este proceso tiene un rendimiento del 64.82 %, por lo
que para facilitar 1a comparacién de los ltados de la hidrélisis de [PH]}-4cido
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araquidénico de los fosfolfpidos de membrana en las graficas correspondientes se anota

la cantidad de sinaptosomas correspondiente.

C) Produccin de [*H]-4cido araquiddnico.

Se toman alfcuotas de la suspensién de membranas y se colocan en tubos de
cmuif\‘sga, se pmincuba_n durante 5 min a 37°C y se les afiade la condicién
experimental; entonces se incuban los tubos durante 10 minutos mds a 37° C. Cuando
se emplean inhibidores de Ia PLA; o de la lipoxigenasa, estos estdn presentes desde la
preincubacién. Una vez que se han incubado los sinaptosomas se separa ¢l
sobrenadante centrifugando durante 30 minutos a 30 000 xg. Se decanta el
sobrenadante de cada tubo y se toma una alfcuota de 500 ul, que se coloca en un vial
con 5 ml de tritosol para contar la radioactividad liberada. Con el objeto de cuantificar
la fraccidn del [’H]-écido araquidénico que se libera, se resuspende el botén de
precipitado en un volumen final de 1 ml, se toman 500 ul, que se coloca en un vial con
5 ml de liquido de centelleo para contar la radioactividad remanenete. El remanente se
usa pan determinar protefnas por el método de Lowry (1951). El resultado se expresa
como el porcentaje de [*HJ-4cido araquidénico liberado por mg de proteina.

4) Determinacién de proteinas.

La protefna sinaptosomal se ctiantifica por el método de Lowry (Lowry y
col.,1951). Este método se basa en la reduccién de los enlaces disulfuro de las
protefnas con Cv?* en medio bésico, para formar después un complejo colorido con e}
reactivo de Folin. Brevemente, se toman alfcuotas de 100 x] de los sinaptosomas
resuspendidos en Ringer, en agua o en dextrosa 0.32M. A cada tubo se le afiade 1 m}
de reactivo alcalino (NaOH 0.1IN, tartrato de sodio al 0.02%, CuSO, al 0.01%) se
agita y se deja proceder la reacci6n por espacio de 10 min, luego se agregan 100 ul de
reactivo de Folin 2 N (Sigma) a cada tubo. Se incuba a temperatura ambiente por 30

43



min mas y se lee en un espectrofotémetro a 660 nm (Beckman modelo DU7). La
lectura se interpola en una curva estindar de BSA cuyo rango abarca de 20 a 200 ug.
La determinacién se hace por triplicado.

5. Determinacién de deshidrogenasa 14ctica.

Para constatar Ia integridad de los sinaptosomas se determind la salida al medio
externo del marcador citopldsmico deshidrogenasa lictica (DHL), después de 2 minutos
de incubacién ya sea en condiciones control o con varios tratamientos. La actividad de
la enzima se cuantific6 mediante una modificacién del método que reportan Clark y
Nicklas (1970). Esta es una técnica espectrofotométrica basada en l1a reduccidn del
piruvato a lactato por Ia DHL, con oxidacién de NADH a NAD+, en la que se sigue la
desapariciéon de NADH durante 10 min a 340 nm.

La técnica para la determinacidn de la actividad de DHL es, la siguiente: Una vez -
que se ha determinado la concentracién de protefna en los sinaptosomas resuspendidos
en dextrosa 0.32 M, estos se diluyen con Ringer para ajustar la concentracién de
protefnas a lo requerido por el ensayo. Se colocan 500 ul de sinaptosomas diluidos en
un tubo ependorff, se preincuban durante 10 min, y s~ agregan los fdrmacos que dan la
condicién experimental deseada. Estos tubos se incuban por 2 min mds y entonces se
separa el sobmnadz;me centrifugando durante 5 min a 14700 rpm. El sobrenadante se
decanta y el pellet se resuspende en agua. La actividad de DHL se determina ea el
sobmadame y se cuantifican protefnas en el pellet por ¢l método de Lowry.

La actividad de 1a DHL se determina en 100 ul de sobrenadante, que se afladen a
una mezcla de reaccién consistente en 3 ml de buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.5, 300
um de piruvato de sodio y 170 uM de NADH. La reacci6n se sigue durante 10 min a
340 nm en un espectrofotdmetro Beckman modelo DU-7. La actividad de la DHL en
el sobrenadante se expresa como nM/mg de protefna sinaptosomal.
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6. Tramiento estadfstico de los datos.

Los resultados obtenidos se evaluaron estadfsticamente mediante la prueba de t de
Student, considerdndose significativas (*) las diferencias entre los datos en las que P <
0.05.-

V. RESULTADOS

1. Efectos de la melitina sobre los sinaptosomas.

(A) Efecto de la melitina sobre la liberacién de neurotransmisores. Se ha
reportado que 1a melitina estimula la actividad secretoria de diversos tipos de células
endéerinas, provocando un aumento en la liberacién de hormonas y péptidos (Metz,
1986; Gandison, 1984; Kneppel y Gerhards,1987). Con el objeto de explorar si la
melitina es capaz de provocar la liberacién de neurotransmisores de sinaptosomas en
perfusion continua, se exploré su accién sobre 1a liberacién de GABA de sinaptosomas
purificados del cerebro completo del ratén. La Fig, 1 muestra que la melitina a
concentraciones crecientes (rango de 0.1 a 10 xM) aumenta Ia liberacién de [*H]-
GABA de manera dosis dependiente. La dosis efectiva media (EDsp) calculada es de

1.37 uM.
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Fig. 1. ESeao de concentraciones crecientes de melitina sobre la liberacién
Psal de [PH]-GABA. (4) Los sinaptosomas puros de cerebro de ratén cargados con

'HJ]-GABA fueron perfundidos con Ringer normal. Donde se indica (flecha), el Ringer
contenfa melitina 0.1 ( ), 0.3 ( ), 1(0), 3( ) 7( )y 10 (o) uM. (B) El valor de DEs,
(1.37 uM) se calculd a parsir de la respuesta (en % de la radioactividad total)
acumulada en 7 min. Los datos presentados son la media + el error estdndar de 5
exfen‘memo.r independientes. (429 + 72 ug de protefna sinaptosomal sobre los
JSiltros). .

El efecto de 1a melitina también se explors sobre Ia liberacién basal de [*H]-
dopamina de sinaptosomas (P,) obtenidos del estriado de 12 rata. En la Fig. 2 se
muestra el incremento que producen concentraciones crecientes (rango de 0.3 a 10 uM)
de melitina sobre la liberaci6n de [JH]~dopamina. Aunque [a melitina es menos
eficiente para estimular la liberacién de este neurotransmisor que para estimular la

liberacién de [PH]-GABA, también s¢ observa un efecto dependiente de dosis en esta

respuesta.
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Fig, 2. ESecto de concentraciones crecientes de mehlma sobre la liberacién

[PH]-dopamina. (4) Los sinaptosomas P, de estriado de rata cargados
ocon H]-dopamma se perfundieron con Ringer normai Donde se indica (flecha), el
Ringer contenfa melitina 0.3 ( ), 1( ), 3 (o) y 10 (o) uM._ (B) Las barras son la
respuesta (en % de la radioactividad toral) acumulada en 7 min. Lo.r dalos
presentados son la media + el error estdndar de 5 experi (1388
+ 36 ug de proteina sinaptosomal sobre los filtros).

(B) Efecto de la melitina sobre la produccidn de dcido araquidénico de
membranas de sinaptosomas de cerebro de ratén. Como por un lado, estudios
anteriores han relacionado la activacién de por lo menos una PLA; con la liberacién de
neurotransmisores (Baba y col, 1986; Moskowitz, 1983) y, por otro lado la melitina ha
sido caracterizada como un polipéptido estimulador de la actividad de PLA;

decidimos explorar el posible efecto de 1a melitina sobre la actividad de esta enzima.
Para ello estudiamos el efecto de la melitina sobre la produccién de 4cido araquidénico
en membranas de sinaptosomas puros de cerebro de ratén, ya que el 4cido
araguidénico, junto con su lisoderivado (1-acilfosfoglicérido), resulta de Ia accidn de
esta enzima sobre los fosfolipidos membranales. Ademds, la hidrélisis del 4cido

araquidénico radioactivo previamente incorporado a las membranas y su concomitante
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aparicidn en el medio donde &stas se encuentran suspendidas se ha utilizado con
anterioridad para estimar la actividad de PLA; incluso en sinaptosomas (Strosznajder y
Samochocki, 1991).

La Fig. 3 muestra el incremento progresivo que producen concentraciones
crecientes (0.3, 1 y 10 uM) de melitina en la produccién de [°H]-4cido araquidénico
previamente incorporado a 322 + 81 ug de membranas sinaptosomales (497 + 125 ug

de protefna sinaptosomal).
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l'si 3 Efecto de eoncentraclones crecientes de melitina sobre la hidrélisis de
E]-dudo araquidénico. membranas preparadas de los sinaptosomas puros de
cerzbro de raion cargadas con [°H]-dcido araquidénico, se trataron con meliting 0.3,
1y 10 M duranie 10 min. Los datos presentados son la media + el error estdndar de
4 experimensos independientes.

(C) Efecto de la meliting sobre la salida de DHL de los sinaptosomas. La
melitina, como polipéptido anfip4tico, independientemente de las caracteristicas
bioqufmicas que le permiten activar a la PLA;, posee la capacidad de provocar la lisis
de células y organclos celulares mediante mecanismos fisicoqufmicos que todavia no
han sido bien establecidos (Dempsey y Butler, 1992). Con el objeto de averiguar si la
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melitina estaba dafiando a la membrana de Jos sinaptosomas, se exploré su efecto sobre
la salida de 1a deshidrogenasa l4ctica (DHL), ya que esta enzima es un marcador
citopldsmico por su ubicacién selectiva en el citoplasma de las células. La Fig. 4
muestra que cuando se exponen los sinaptosomas (366 + 24 ug) suspendidos en buffer
a concentraciones crecientes de melitina, la actividad de 1a enzima en el medio (SN) no
se incrementa significativamente a las concentraciones de 0.3 y 1 xM, pero aumenta de
manera pronunciada a la concentracién alta (10 kM) de melitina.
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lﬁLd Efecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la salida de
Iptosomas Los sinaprosomas puros de cerebro de ratén se trataron con
melitina 0.3, 1'y 10 uM durante 2 min. Los datos presentados son la media +: el error

estdndar de 3 experimentos independientes.

2. Dilucién de 1a melitina en las membranas.

(A) Efecto de la concentracion de melitina en la membrana de los sinaptosomas
sobre la liberacién de neurotransmisores. i analizamos el efecto de la melitina

sobre 1a liberacién de los neurotransmisores GABA y dopamina (Figs. 1 y 2), es
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evidente que la toxina es mas eficiente para provocar la liberacién de PH)-GABA de
los sinaptosomas del cerebro de ratén que la liberacién de °H)-dopamina de la fraccién
sinaptosomal cruda del estriado de la rata. Como la melitina es un polipéptido
anfipdtico “invasor® de la membrana y en los experimentos de liberacidn de

neurotransmisores en sinaptosomas de estriado de rata se empled una cantidad mayor de

3H-GABA LIBERADO (%)
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Fig. 5. Efecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la liberacién
basal de [’"H]-GABA de sinaptosomas de estriado de rata. (4) Los
sinaptosomas (P,) cargados con [°H]-GABA fueron perfundidos con Ringer normal.
Donde se indica (flecha) el Ringer contenta melitina, 0.3( ), 1( ), 3 (0) y 10 (0) uM.
(B) Las barras son la respuesta (en % de la radioactividad total) acumulada en 7 min.
Los datos presentados son la media + el error esténdar de 5 experi

independientes. (1037 + 250 pg de sinaptosomas sobre los filtros).

protefna sinaptosomal que en los experimentos realizados con sinaptosomas puros de
cerebro de ratdn, a saber 1000 versus 400 ug, decidimos explorar si la diferencia en
eficiencia estaba relacionada con la cantidad de proteina sinaptosomal empleada. Para
este propdsito, estudiamos el efecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la
liberacién de [’H]-GABA de la fraccién sinaptosomal cruda del estriado de la rata,

S0




aprovechando la presencia de terminales gabaérgicas provenientes de las interneuronas
en esta regién. La Fig. § muestra que, la melitina es menos eficiente para incrementar

1a liberacién de [°H)-GABA de sinaptosomas P, de estriado.
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Fig..6. Efecto de cantidades crecientes de sinaptosomas sobre Ia liberacién
de [PH]-GABA inducida por una concentracién constante de melitina. Se

pei ieron cantidades crecientes de sinaptosomas puros de cerebro de ratén cargados
con [PH]-GABA (435, 857y 1350 ug de protefna sinaptosomal) con Ringer normal.
Donde se indica (flecha), el Ringer normal contenla melitina 1 uM. Se presenta un
experimenio representativo de 3 experimentos independientes.

Para explorar directamente si 1a eficacia de la melitina es inversamente proporcional
a la cantidad de protefna sinaptosomal empleada (como lo sugieren los datos de la Fig.
5), expusimos cantidades crecientes de sinaptosomas a una concentracién constante (1
#M) de melitina y estudiamos la eficacia de ésta para aumentar la liberacién de [’H]-
GABA de sinaptosomas de cerebro de ratén.

La Fig. 6 muestra que la misma concentracién de melitina es menos eficaz para
aumentar la liBeracidn del neurotransmisor cuando se expone a cantidades crecientes de

sinaptosomas. Para mayor claridad, en la tabla I se expresa numéricamente la
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magnitud de los cambios en las respuestas inversamente proprocionales en dpms
liberadas y en porcentaje de la radioactividad total que produce la concentracién
constante de melitina (1 #M) cuando se expone a cantidades crecientes de
sinaptosomas. En esta tabla se puede apreciar claramente que la mayor eficacia de la
melitina para liberar al neurotransmisor s¢ obtiene con la menor cantidad de

sinaptosomas (435 ug) y la menor eficacia con la mayor cantidad de sinaptosomas

(1305 ug).

Tabla IT

g PS  dpm/mg % Total (1 a 8)

435 36159 55.66
870 29567 33.26
1305 17835 20.07

Efecto de la melitina 1 uM sobre la liberacién de PHJ-GABA de cantidades

crecientes de proteina sinaptosomal (PS). dpm/mg se refiere al [ H] liberado durante 8

ndn  por la MLT 1 uM por mg de proteina sinaptosomal (PS). % Total se refiere al % de la
ividad total (ver métodos) liberada en 8 min.

(B) Efecto de la concentracion de melitina en la membrana de los sinaptosomas
sobre la hidrolisis de dcido araquidonico. Para explorar si la eficacia de la melitina
para hidrolizar al [’H]-dcido araquiddnico de las membranas obtenidas de los
sinaptosomas previamente marcados con el 4cido radicactivo también dependia de la

cantidad de sinaptosomas expuestos a la toxina, se expusieron cantidades crecientes de

membranas de sinap auna i6n constante de melitina.
La Fig. 7 muestra que la melitina a la concentracidn de 10 uM es menos eficaz para
hidrolizar al [’H]-lcido araquiddnico a medida que se incrementa la cantidad de
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3H-AA LIBERADO (dpm)

membranas sinaptosomales. Aunque de manera menos pronunciada, esta relacién

inversamente proporcional de la melitina para hidrolizar al {’H]-4cido araquidénico con

cantidades crecientes de membranas de sinaptosomas, también es aparente cuando se

emplea la melitina a la concentracién de 1 uM (Fig. 7).
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Fig, 7. Efecto de mnlidaiiglcrecientu de sinaptogomas sobre la hidrélisis

de dcido araquidénico inducida por melitina. E! PH/-dcido araquidénico

hidrolizado de cantidades crecientes de membranas por la meliting a una concentracién

constante (10 uM en A 0 1 uM en Bj se cuansificé durante 10 min, Los datos
presentados son la media + el error estdndar de 4 experimentos independientes.

En la Tabla I1 se ejemplifica numéricamente este fenémeno para la concentracién

alta (10 uM) de melitina. Nétese que las diferencias en las respuestas son mas

aparentes cuando s¢ emplean cantidades menores de sinaptosomas.
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Tabla I

uGPS g PM dpm/mg

333 216 3113
419 272 19032
467 303 12012
672 407 9597
81 526 %401

Efecto de la meliting 10 uM sobre la produccisn de [3H]-dcgio araquidénico de
cantidades crecientes de sinaptosomas. dpm/mg se refiere al [°H] liberado durante 2 min
por la MLT 10 uM por mg de proteina membranal (PM). PS es la cantidad de sinaptosomas
en la que estd contenida la cantidad de protetna membranal expuesta a la accién de la MLT
expresada como pg de protefna sinaptosomal,

(C) Efecto de la concentracién de melitina en la membrana de los sinaptosomas
sobre la salida de DHL. Como tanto la liberaci6n de n. arotransmisores en perfusién
continua (Fig.6) como la produccién de 4cido araquidénico (Fig.7) dependen de la
cantidad de proteina presente en el experimento, decidimos explorar si la capacidad de
Ia melitina para producir lisis también era inversamente proporcional a Ia cantidad de
sinaptosomas expuestos a la toxina. Para ello medimos la salida de DHL que inducen
cantidades constantes de melitina cuando se exponen a cantidades crecientes de
sinaptosomas en suspensién. La Fig. 8 muestra que cuando se exponen cantidades de
sinaptosomas menores a 250 pg/ml, aiin la concentracién mds baja de melitina (0.3
M) aumenta significativamente la actividad de la DHL en el sobrenadante con
respecto al control. Sin embargo, la melitina 0.3 uM no causa dafio celular, a juzgar
por la falta de salida de DHL, cuando se expone a cantidades mayores de tejido. La
concentracién 1 uM de melitina induce una salida significativa de DHL solamente
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cuando se expone a cantidades de sinaptosomas menores a 500 ug/ml. Mientras que a
la concentracion elevada (10 M), la melitina causa una salida significativa de DHL
adn cuando se expone a cantidades elevadas de sinaptosomas (i.e. 2000 xg/ml). No
obstante, también a Ia concentracién elevada de melitina (10 uM) la salida de DHL

disminuye a medida que se aumenta la cantidad de sinaptosomas.

”~~

£

3 1200 [MLT]

E !t e o

i‘ e 03

a 800 o 1.0

w o 10.0

e .

a 400

s > o

- - <0

< ) 1
500 1000 1500 2000

Sinaptosomas (ug/ml)

Fig. 8. Efecto de cantidades crecientes de sinaptosomas sobre la salida de
DHL inducida por melitina. La salida de DHL de cantidades crecientes de
sinaptosomas (rango 54 a 2048 ug/ml) expuestos a la melitina (0.3, 1 'y 10 uM) se
estimé durante 2 min. Se presenta un experimento representativo por cuadruplicado.

3. Dependencia de CaZ* en los efectos de la melitina.

(A) Dependencia de Ca®* para la liberacién de [PH]-GABA Con el cbjeto de
explorar la dependencia de Ca®* de la melitina para estimular la liberacidn de
neurotransmisores de los sinaptosomas, se estudié el efecto de concentraciones

crecientes de melitina sobre la liberacién basal de [’H]-GABA de sinaptosomas puros
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de cerebro de ratén en ausencia'y en presencia de Ca?* externo. La Fig. 8 muestra
que cuando loa; sinaptosomas se perfunden con un Ringer sin Ca?t (EGTA 200 M), a
las concentraciones de 0.3 y 1 xM la melitina es menos efectiva para estimular la
liberacién de! transmisor. Este efecto de facilitacion de la liberacién en presencia de
Ca?* no se observaa la concentracidn elevada (10 uM) de melitina, que incluso

produce una salida mas rdpida del neurotransmisor en ausencia de Ca?* extemo.
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Fig. 9. Efecto de concentraciones creclentes de l?shtma sobre la liberacién
[:’H]-GABA en presencia Yyen ausencia de Ca' Los sinaptosomas puros de

cerebro de raton cargadas n [PHJ]-GABA fueron pe”imd:dos con Ringer normal con
(CALCIO) y sin {EGTA) C Donde se indica (flecha), el Ringer normal contenfa
melitina en concentraciones de 0.1 ()03() lcz)zy 10 (0)uM. En las barras se
xlu.rlra la facilitacién que produce la presencia de enla respuesta a la melitina 1
kM. La cantidad de sinaptosomas para los experi entos con Ca** fué de 429 + 72

pg y de 401 + 67 ug para los experimentos sin . Los datos presentados son la
media + el error estdndar de 5 exper indepen

(B) Dependencia de Ca* para la hidrélisis de PH)-dcido araquidénico. Como s¢
ha reportado que la melitina no estimula indiscriminadamente Ja actividad de todas las
fosfolipasas A; (Argiolas y Pisano, 1986; Clark y col.,1991; Steiner y col.,1993) y
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como en cerebro de gerbo y de la rata sc ha reportado la existencia de actividad de
PLA,, Ca®* independiente (Pierik y col.,1988; Rodorof y col.,1991), también
resultaba relevante explorar la dependencia de Ca?* de Ja melitina para hidrolizar al
4cido araquiddnico. La Fig. 10 muestra que 2 diferencia del incremento progresivo que
producen las concentraciones crecientes de melitina para hidrolizar al (°H) dcido
araquidénico preincorporado a las membranas de sinaptosomas en presencia de Ca?*,
cuando este catién estd ausente, la melitina es incapaz de aumentar significativamente Ia
hidrélisis del 4cido, incluso a la concentracién elevada (10 uM). Esto sugiere que el
dcido araquidénico que se hidroliza por efecto de la melitina involucra la activacidn de

una PLA; membranal dependiente de Ca?*,

CALCIO * EGTA
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Fig. 10. Efecto de la melitina sol}l;ﬁ la hilgrdlisis de PH}-dcido araquidénico
en presencia y en ausencia de Ca“™ . El FPHJ-dcido araquidonico hidrolizado de
las membranas de sinaptosomas marcadas con e! dcido radioactivo por la melitina
(0.3, 1y 10 uM) en presencia y ausencia de Ca** se estimé durante 10 min. La
cantidad de proteina sinaptosomal fué de 322 + 81 ug/ml ( equivalente a 496 + 125
ug/ml de /pmlelna sinaprosomal) para los ex{urimenlos en presencia de * yde 285
+ 24 pg/ml ( equivalente a 439 + 37 pg/ml de protefna sinaptosomal) para los
axperlmergeo:‘ en awsencia de Ca*™. Los datos presentados son la media + el error
esténdar peri; independi
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(C) Dependencia de Ca?* para la salida de DHL de los sinaptosomas. Como
por una parte se ha sugerido que el Ca?* asf como el 4cido araquiddnico estdn
involucrados en Jos mecanismos de daiio celular (Nicotera y col. 1992) y por otra en el
presente estudio encontramos que tanto la activacién de la PLA, de membranas de
sinaptosomas como la lisis de los sinaptosomas (juzgada a partir de la salida de DHL),
dependen: (1) de la concentracién de melitina en el Ringer y (2) de Ia cantidad de -
sinaptosomas, era importante determinar la posible dependencia de Ca* de la melitina
para inducir salida de DHL. Para este propdsito se compard la salida de DHL causada
por concentraciones crecientes de melitina (0.3, 1 y 10 gM) de aproximadamente 360
ug/ml de sinaptosomas en ausencia y en presencia de Ca?*. La Fig. 11 muestra que
con la cantidad de sinaptosomas empleados, tinicamente la concentracién elevada (10
#M) de melitina incrementa la salida de DHL de manera significativa y que este efecto

se presenta atn en ausencia de Ca?* en el medio de incubacién,

CALCIO * EGTA

900 |-

600

300 -

ACTIVIDAD DE LDH (nM/mg)

[MLT) (uM)

Fi; ll. Ef q_e la melitina sobre la salida de DHL en presencia y en
La salida de DHL de los ;mapm:oma.s inducida por la melitina
(0 3,1y 10 Ml) en presencia y ausencia de Ca*™ externo se estimé durarse 10 min.
La coniidad de tosomas para los experimentos en presencia de Cafgé de 366
+ 24 ugiml y de 4 3 31 ug/ml para los experimenios en ausencia de +
datos presentados son la media + el error estdndar de 4 exper p diem 'me.r
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4. Efecto del BPB sobre la liberacién de [3H]-GABA, la produccién de dcido
araquiddnico y la salida de DHL inducidas por melitina. Se ha reportado que la
melitina estimula selectivamente a algunas PLA; (Argiolas y Pisano, 1986). El BPB,
inhibe a lIa PLA tipo I, uniéndose sclectivamente a 1a histidina 48 del sitio activo de la
enzima (Inoue y Matsui, 1990). Para explorar si la liberacién de [’H}-GABA que
induce la melitina bajo las condicior;es que no estimulan Ia salida de DHL y que se
facilita en presencia de Ca?*, dependfa de la activacién de alguna de las fosfolipasas
sensibles a BPB, se expuso una cantidad elevada de sinaptosomas (725 ug) a la
concentracién de melitina 1 M en ausencia y en presencia de BPB. La Fig. 12
muestra que el BPB disminuye significativamente la liberacién de [H}-GABA inducida
por la melitina en presencia de Ca?*. E!BPB también diminuye la liberacién de °H]
é4cido araquidénico preincorporado a las membranas de sinaptosomas (274 ug) con
melitina 1 M en presencia de Ca?* y no modifica significativamente la salida de DHL
estimulada también con MLT 1 xM de 400 ug de sinaptosomas. Estos resultados
sugieren que la MLT estimula Ia activacién de una PLA; tal vez de tipo II de 14 KDa,
pero que su activacién no estd involucrada en el daiio causado a los sinaptosomas por la

MLT.
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Fig. 12. Efecto de BPB sobre la liberacién de PHJ-GABA, la produccin de écido
araquidénico y la salida de DHL inducida por melitina, Los sinaptosomas puros de
cerebro de ratén (725 + 80 ug) se expusieron a la melitina 1 uM en ausencgz (barras
obscuras) y en presencia (barra listada) de BPB 10 uM durante 2 min. El [JH]-GABA
liberado se expresa en % de la radioactividad total liberada en 2 min. El FH]—AA
liberado se expresa en % de la radioactividad total liberada en 10 min. La DHL
liberada se expresa en nM/mg de proteina sinaptosomal liberada en 2 min. Los datos
presentados son la media t el error esténdar de 4 experi) independi,
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DISCUSION

Para caracterizar los efectos de las dosis crecientes (0.3, 1 y 10 uM) de melitina
sobre los procesos de secrecién en general, en esle‘uabajo se estudiaron las alteraciones
que produce esta toxina sobre la liberacién de neurotransmisores en sinaptosomas, pues
los sinaptosomas son un buen modelo de secrecifin, ya que la obtencién de esta
preparacién representa la diseccion de la maquinaria bioqufmica para la liberacién de
los neurotransmisores.

Los datos presentados en esta tesis muestran que la melitina aumenta la liberacién
de neurotransmisores de sinaptosomas de manera dependiente de dosis. La DEgg de la
melitina para aumentar 1a liberacién de [-’H]-GABA de sinaptosomas puros de cerebro
de ratén que encontramos es de 1.37 uM, igual a la previamente reportada para
aumentar la secreci6n de insulina de islotes de Langerhans por Morgan y colaboradores
(1985). Dentro del mismo rango de concentraciones también se ha encontrado que la
melitina aumenta la secrecién de prolactina, adenocorticotropina y beta endorfina de
pituitaria anterior de rata (Gandison, 1984; Kneppel y Gerhards, 1987). En el presente
estudio, sin embargo se demuestra claramente que la eficacia de la melitina para inducir
1a liberacién de transmisores no solo depende de 1a concentracidn de la toxina afiadida
en el medio que bafia a la preparacién sino de la cantidad de melitina que alcanza la
membrana de los sinaptosomas. Este hallazgo no es sorprendente si consideramos que
por sus caracterfsticas de polipéptido anfipitico bésico, la molécula de melitina debe
introducirse en las membranas bioldgicas. Como el factor de dilucién de la melitina en
membranas nunca ha sido considerado para la determinacién de las DEsp de 1a melitina
sobre 1a secrecién de péptidos, hormonas y neurotransmisores, es muy posible que en la
mayorfa de los casos las DEg, sean un reflejo de un doble efecto (ver mas adelante) de

1a melitina sobre los procesos de secrecién.
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Para explorar los mecanismos que subyacen a los aumentos que producen las
concentraciones crecientes de melitina sobre la liberacién de neurotransmisores, como
modelo de secrecién, comenzamos por analizar los efectos de concentraciones
crecientes de melitina sobre los dos fenémenos que podrian estar involucradas en sus
efectos secretorios: (1). activacién de PLA,, mediante la coantificacién de la
produccidn de 4cido araquidénico, uno de los principales productos de la accién de Ia
enzima sobre los fosfolfpidos membranales y (2). daiio a la membrana celular,
mediante la deteccidn de la salida del marcador citoplésmico, DHL.

La actividad de PLA; se ha encontrado en neuronas (Woelk y col.,1978), en
sinaptosomas (Bradford y col.,1983) en membranas sinaptosomales (Baba y col.,1986)
y en vesfculas sindpticas (Moskowitz y col.,1983). Estos hallazgos aunados a la
produccién de 4cidos grasos libres, especialmente el 4cido araquidénico endégeno tras
la despolarizacién de las terminales nerviosas (Bradford y col.,1983; Majewska y Sun,
1982; Asakura y Matsuda, 1984), son consistentes con la participacién de la PLA; en
los procesos de liberacién de neurotransmisores. Nuestro hallazgo de que la melitina
aumenta de manera dependiente de dosis 1a hidrélisis del 4cido araquidénico radioactivo
previamente incorporado a las membranas de los sinaptosomas, también podria sugerir
la participacién de alguna PLA; en el aumento que produce la melitina sobre la
secrecién de neurotransmisores, Sin embargo, en este trabajo también encontramos que
Ia melitina aumenta la salida de DHL bajo ciertas condiciones experimentales. Por
ejemplo, la salida de DHL solamente aumenta significativamente cuando se exponen
350 pg de protefna sinaptosomal a la concentracién alta (10 uM) de la melitina (Fig.
4). Esto indica que la liberacién de GABA inducida por 10 uM de melitina de
cantidades semejantes de sinaptosomas (400 ug de proteina sinaptosomal, Fig. 9) muy
probablemente se deba al dafio celular que produce la toxina a esta concentracién. En
cambio, cuando una cantidad semejante de sinaptosomas (350 ug de pmtéina

sinaptosomal) se expone a las concentraciones mas bajas (0.3 y 1 xuM) de melitina, la
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presencia de 1a toxina no induce la salida del marcador citoplismico (Fig. 4). Esto
sugiere que la liberacidn del neurotransmisor que induce la melitina a las
concentraciones bajas no se debe a dafio celular sino que probablemente implica a otro
mecanismo.

Los resultados de este estudio indican claramente que la concentracién efectiva de
melitina para causar: liberacién de neurotransmisores, actividad de PLA; o dafio
celular, no es la concentracién que se afiade al medio que bafia al tejido, sino la que
alcanza la toxina en la fraccién membranal del mismo, aunque en este trabajo no se
cuantific6 la concentracién membranal de la toxina. Este factor de "dilucién " de la
melitina en la membrana que por primera vez se reporta en este estudio, muy
posiblemente ha complicado el uso de 1a melitina como "herramiente experimental” en
estudios anteriores y debe dar cuenta de las controversias que aparecen en la literatura

ik

en rel

con la dependencia de Ca?* o a la incapacidad de observar inhibicién
farmacoldgica por algunos autores, particularmente cuando se intentan estudiar los
efectos de la melitina en procesos de secrecién.

Al explorar la dependencia de Ca?* en los efectos causados por la melitina,
encontramos que tanto 1a hidrélisis de dcido araquidénico como la liberacién de GABA
inducidas por melitina dependen o se facilitan en presencia de Ca2* (en particular
cuando se emplean las concentraciones bajas de melitina). La salida de DHL que
induce 1a melitina a la concentracién elevada es, en cambio, independiente de la
presencia de CaZ*. Esto sugiere que los efectos de la melitina promovidos por la
activacién de una PLA,, aparentemente dependiente de Cat,y cuya activacién
posiblemente subyace al componente dependiente de Ca?* de la liberacién de GABA
inducido por melitina, no estin mediados por el mismo proceso que causa el dafio
celular. También es improbable que el efecto Iftico que produce la melitina a la
concentracidn de 10 uM (o que producen las concentraciones menores de melitina

cuando se exponen a cantidades bajas de sinaptosomas, ver Fig. 8) esté relacionado con
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una aumento tal en la actividad de la PLA; dependiente de Ca?* que cause la lisis de
los sinaptosomas, pues la salida de DHL que promueve la melitina a la concentracién
elevada no depende de Ca?*, mientras que ¢l aumento progresivo de Ia hidrélisis de
4cido araquiddnico que inducen las concentraciones crecientes de melitina solamente se
observa en presencia de Ca?*.

Nuestro hallazgo de que en ausencia de Ca?* externo, la melitina, ni a la
concentracién de 10 xM aumente significativamente la produccién de [*H]-4cido
araquidénico (Fig. 10) indica que la ruptura de l]a membrana no se debe a que Ia
actividad de alguna PL A esté aumentada al grado de llegar a ser Iftica, sino a otro
mecanismo, posiblemente relacionado con las caracterfsticas lfticas de la melitina
descritas por Dempsey (1990). En cambio, !a liberacién de [PH)-GABA que inducen
las concentraciones bajas (0.3 y 1 uM) de melitina cuando se exponen 400 ug de tejido
sinaptosomal y que se facilita en presencia de Ca?* externo (Fig. 9), sf parece deberse
a la activacién de una PLA;, membranal, dependiente de Caz*, pues es sensible al
BPB, que es un inhibidor selectivo de la PLA tipo 1 y parcial de la PLA; tipo IT de 14
KDa.

Como se ha demostrado que la melitina es capaz de activar directamente a diversos
tipos de fosfolipasas A, (Argiolas y Pisano, 1986), ésta ha sido ampliamente usada para
explorar la participacién de la PLA ; en procesos de secrecién de diversos péptidos y
hormonas como activador putativo de la PLA (Kiesel y col.,1987; Nava y Malacara,
1987; Kneppel y Gerhards, 1987; Fujimoto y Metz, 1987; Gandison, 1984; Ojeda y
Negro-Vilar, 1985; Morgan y col.,1985; Abou-Samra y col.,1986). Sin embargo, los
hallazgos presentados en este trabajo indican que solamente controlando la cantidad de
tejido que se expone a Ja melitina, esta toxina puede ser empleada como herramienta
experimental para estudiar la participacién de la PLA; en algunas respuestas celulares.
Asfmismo, los hallazgos de este estudio deben ser considerados cuando se pretenda usar

a la toxina como causante de daiio celular,
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Discusidn del método para la cuantificacién de Ia actividad de la PLA,.

La acvtividad de la PLA de los sinaptosomas se determiné mediante una variacién
del método reportado por Strosznajder y Samochocki (1991). En el método empleado
en este trabajo el [*H]-4cido araquidénico se incorpora a los sinaptosomas
aprovechando el mecanismo de elongacién de dcidos grasos de cadena larga, que
requiere de ATP, Acetil coenzima A y Mg+ y que depende de tiempo. El uso del
mecanismo de elongacién de 4cidos grasos para incorporar al PH)-4cido araquidénico
garantiza una verdadera introduccién quimica del mismo a la membrana de los
sinaptosomas.

Para eliminar al [*H]-4cido araquidénico unido inespecfficmente por atracci6n
electrostdtica a la superficie de las membranas celulares, los sinaptosomas se lavaron
con BSA libre de 4cidos grasos una vez concluida la incorporacién de la marca
radioactiva. Como la BSA quela dvidamente a los 4cidos grasos libres (Strosznajder y
Samochocki, 1991), con este tratamiento se garantiza que el PH}-4cido araquidénico
unido inespecfficmente por atracci6n electrostdtica a la superficie de las membranas
celulares, no interfiera en la cuantificacién del {*H]-4cido araquidénico preincorporado
a las membranas y liberado posteriormente por accién de la melitina. Ademds
cualquier efecto inespecifico en la liberacién basal de [*H]-4cido araquidénico se
detectarfa en el control pero no explicarfa los aumentos en la produccién de [*H]-4cido
araquidénico que induce la melitina de manera dosis dependiente (Fig. 3).

Aunque en este trabajo no se estudié a qué tipo de fosfolfpido de la membrana de
los sinaptosomas de cerebro de ratén se incorpora preferencialmente el ["H]-Acido
araquiddnico, en un estudio previo Strosznajder y Samochocki (1991) reportaron que el
[’H)-4cido araquidénico se incorpora a los fosfolfpidos de sinaptosomas crudos de

corteza cerebral de rata, en el siguiente orden: fosfatidil inositol > lipidos neutros >
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fosfatidil colina> 4cido fosfatidico> polifosfatidil inositol> fosfatidiletanolamina>
fosfatidil serina.

Una manera de explorar qué tipo (o tipos) de PLA es estimulada por la melitina en
1os sinaptosomas de cerebro de ratén serfa determinando la fuente del ’H)-4cido
araquidénico liberado por accidn de la melitina. Aunque nosotros no identificamos la
fuente de los fosfolfpidos preferencialmente hidrolizados por accidn de la melitina en
los sinaptosomas de cerebro de ratdn, se sabe que en sinaptosomas de corteza cerebral
de rata, ¢l 50% del [*H)-4cido araquidénico liberado por la simple presencia de Ca+ 2
mM proviene del 4cido fosfatidico y el 40% del poli fosfatidil inositol (Strosznajder y
Samochocki, 1991). Como estos fosfolfpidos son sustratos preferenciales de la PLA,
de 14 KDa y la actividad de esta enzima se facilita en presencia de Ca2* y es sensible a
BPB, es muy probable que cuando menos la liberacién de GABA dependiente de Ca?+
y sensible a BPB, esté mediada por una PLA del tipo IT de 14 KDa, que mediante la
activacién de algin otro tipo de fosfolipasa A;. Es improbable que la PLA; del tipo
1V, cuyo sustrato principal es foforilcolina, esté involucrada en la liberacién de GABA

dependiente de Ca2*, sensible a BPB, inducida por melitina, pues ese fArmaco no
inhibe a las fosfolipasas de 85 KDa como la PLA del tipo IV y la actividad de esta
enzima es independiente de Ca2* (Mayer y Marshall, 1993).

Probable mecanismo de accidn.

Es importante hacer notar que en este estudio no se identificaron individualmente
cada uno de los compuestos radioactivos a los que colectivamente llamamos [’H]-dcido
araquidénico. Asf, estrictamente debimos hablar de [*H}-eicosanos producidos por la
melitina en vez de [’H]-écido araquidénico producido por la melitina. Sin embargo
como la produccién de los metabolitos del [*H]-4cido araquidénico requiere de la

producci6n previa del mismo por accién de la PLA,, y nuestro objetivo era estudiar si . ,.

la activacién de esta enzima por melitina subyacia a sus efectos sobre la liberacién de

66

) sibeoi



neurotransmisores, decidimos referirnos a liberacién de [’H]-ﬁcido araquidénico. No
obstante es importante considerar 12 probable importancia relativa de cada uno de los
eicosanos en el proceso de la liberacién de los diferentes neurotransmisores.

Hay evidencia de que la produccién de dcido araquidénico o de alguno de sus

~=meiabiolitos podria ser uno de los eventop:bigiuinicosique subyacen ala Gbesaidn denicos que sub;
T earolrismisores (Piomelli y col.,1987y~Se-ha reportado-quelouando 10987 Si ba renartard o
sinaptosomas se despolarizan hay un aumento en la produccién de 4cido araquidénico
(Asakura y Matsuda, 1983). La biosfntesis de los eicosanos depende de la
disponibilidad de 4cido araquidénico. Dado que el grueso de éste se encuentra
esterificado en 1a posicién sn-2 de los fosfolfpidos, los candidatos mas probables para
regular Ia cantidad de 4cido araquidénico disponible son las PLA;.

Se ha especulado mucho acerca del mecanismo de activacién de éstas enzimas. Se
ha propuesto, por ejemplo, que la actividad de las PLA, puede estimularse mediante un
evento de unién a receptores (Dennis, E.A.,1990). En sinaptosomas hay evidencia de
que al estimular los receptores colinérgicos de las membranas de sinaptosomas de
cerebro de rata con un agonista hay un aumento en la actividad de PLA (Strosznajder
y Strosznajder, 1989; Strosznajder y Samochocki, 1991). En nuestro estudio sin

— “embargo, este no parece ser el mecanismo por el cual la melitina estimula 1a liberacién
de GABA, ya que en condiciones no liticas, la liberacién de GABA depende de Ca2* y
el aumento en la actividad de PLA; en sinaptosomas de corteza de rata inducido por los
agonistas colinérgicos se produce tanto en ausencia como en presencia de Ca?* externo
(Strosznajder y Samochocki, 1991).

Hay evidencia de que la activacidn de PLA; unida a receptores podrfa estar
regulada por protefnas G (Silk y col., 1989; Fernandez y Blasinde, 1993; Burch y col.
1986; Axelrod y col. 1988). También en membranas de sinaptosomas de corteza
cerebral de rata hay evidencia de que la unién de protefnas G podrfa estar regulando la
activaciéa de una PLA, (Strosznajder y Strosznajder, 1989). Lo anterior aunado con la

67



evidencia de que la PLA de 85 KDa puede ser fosforilada y activada por la protefna
cinasa 2 asociada a microtibulos y por la protefna cinasa C (Nemenoff y col. 1993), asf
como su localizacién preferencial en el citoplasma y su dependencia de Ca* extemo
para traslocarse del citoplasma a la membrana de la célula (Clark y col., 1991), podrian
permitirnos especular que tal vez esta PLA, de 85 KDa sea la especie unida a los
receptores. Sin embargo nuestros datos tampoco indican que las fosfolipasas A, de 85
KDa sean Ias involucradas en las acciones no liticas de la melitina presentadas en este
estudio, como ya se discutié.

Recientemente se ha encontrado una protefna endégena, conocida como PLAP,
capaz de activar directamente a fosfolipasas Ay (Clark y cal.,1987). Aunque se sabe
muy poco acerca de ésta protefna, resulta muy interesante que la melitina presente un
alto grado de homologfa con la parte de la PLAP correspondiente al centro activo
(Steiner y col., 1993). Estos hallazgos aunados al hecho de que la PLAP solamente es
capaz de activar a algunos tipos de fosfolipasas A, entre las que principalmente se
encuentra la PLA; tipo II de 14 KDa (Clark y col.,1987; Steiner y col.,1993) nos
llevan a especular que la PLAP participa en la regulacién fisiolégica de la liberacién de
GABA, pues la activacién de una PLA; tipo Il de 14 KDa también parece subyacer al
aumento de! componente dependiente de Ca?* de la liberacién de GABA inducida por

En restimen, concluimos que la melitina induce la liberacién de GABA dependiente
de Ca?* mediante la activacién de una PLA, dependiente de Ca?* y sensible a BPB,
posiblemente del tipo IT de 14 KDa. Que la melitina puede ser utilizada como
herramienta experimental para estudiar la participacién de algunos tipos de fosfolipasas
A en los procesos de secrecion, siempre y cuando se tomen en cuenta los efectos de
dilucién de esta toxina para eliminar las acciones fisicoqufmicas de 1a toxina que
permiten la salida del mensajero secretado por efectos Ifticos no relacionados con sus

acciones como activador de PLA .
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Para finalizar quisiera agregar que como la melitina también ha demostrado que es
capaz de estimular la secrecién de péptidos y hormonas de diversos tipos celulares
(Gandison, 1984; Kneppel y Gerhards, 1987; Morgan y col.,1985), en ocasiones {muy
posiblémente cuando los efectos liticos no interfieren con la respuesta) de manera
sensible a BPB (Mayer y Marshall, 1993), es posible que Ia fosfolipasa A, activada
artificialmente por melitina (y cuyo activador enddgeno parece ser la PLAP) no
solamente regule la liberacién de GABA sino que participe en la regulacién de los

procesos de secrecién en general,
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The Ca?*

ic fraction of the [PH]GABA relcased by depolarization

induced Na* diated fraction of PHIGABA

is dissected from the de polari

GABA homoc isp by the [°H]GABA carrier

release in mouse brain synap

blocker, DABA. The absence of external Na* completely abolishes the release of the carricr-
mediated, presumably cytoplasmic release of [’H]GABA induced by homoexchange and heteroex-
change with GABA and DABA, The iated, Na*-dependent fraction of
the depollnullon mduced r:lelse of [’H]GABA is resistant to tetrodotoxin (TTX) but is sensitive
to and P The dent fraction of the [PH]JGABA relcased by high K+

ion is also ‘ lished iloride (from 300 uM) and sensitive to verapamil
(30 pM), but in contrast is insensitive lo the absence of extemal Na+ and to DABA. On the basis
of these resulls we lude that and pamil inhibit high K*-induced release of
[PH]GABA by antagonizing the entrance of Ca?* (and poss:bly NI' when extemnl Ca?e i is abum)

Ca?e d by d

through a population of voltage scnsitive p

KEY WORDS: Amiloride; verapamil; Ca’* channels; Na*/Ca?*
GABA; TTX; itter releasc.

INTRODUCTION

Itis generally accepied that Ca?+ influx plays a
crucial role in sumulus-scmuon coupling. The nature
of the ic Ca?* ponsible for the
stimulated release of the amino acid neurotransmitters
from mammalian isolated nerve terminals (synapto-
somes) remains however elusive. In neuronal cells, four
types of Ca* currents (N, L, T and P) have been char-

! Divisitn de lavestigaciooes Clinicas, Instituto Mexicano de Psiquia-

acterized on the basis of electmphysiological and phar-
mwologwal criteria (1,2). The size of synaplosomes
(average 1 pM) pncludcs lhc study of lhe symp(osomnl
Ca?+ ts with ical tech-
niques. Pharmacological studies on the other Iu.nd have
not been conclusive.

Several studics have shown that neurotransmitter
release mduccd by Ingh K' in synaptosomes Is insen-
sitive to the organic L-type Ca?* channe!
blockers (3,4). The dlhydmpyndme resistant, Cd* and

tria, SSA. w-Conoloxin-sensitive N- Ca?* channel has bee
’M~&W' deculr Lostinto e Invesigaciones Bioaé-  proneced (o be the p N-type ot v ‘i.nlh:
» Address Dr. Masta Sitges, Instituto M de imulated release of 1 inergic neurotransmitters,

e Caeioy e e T such as 5-HT and hrine (5.6). }  the
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type of Ca®* channe) mainly involved in the depolari-
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zation-induced release of amino acid neurotransmitters
has not been defined (7).

' ‘The diuretic amiloride, currently used as a blocker of
the Na*/H* antiporter (8), is also a weak inhibitor of the
Na+*/Ca** exchanger (9) and has rwenﬂy shown to be an
effective inhibitoe of Ca2* currents in neuroblastoma cells
(10) The Na*ACa?* exchanger extrudes Ca®* from the

inal milicu in exchange for external Na* and,
along with the Ca?*-ATPasc, it contributes for the main-
tenance of the resting Ca2* levels (11). When synapto-
somes are depolarized, in addition to the influx of Ca®*
through voltage sensitive Ca** channels, the only other
palhwaythmh.bwnsuyestedmp'memenm
of Ca?* is the Na*/Ca®* exchanger in its reversed form
(12). High K+ depolmzabon induces the release of two
fractions of the amino acid newrotransmitter GABA. One
which depends on the presence of extemal Na* and the
other on external Ca2+ (12,13,14). The Ca?*~dependent
fraction of the stimulated release of GABA is increased
when synaptosomes are joaded with the labelled transmitter
during Jonger incubation periods and this fraction is be-
lieved to be exocytotically released (15).
In this study we have characterized the effect of
amiloride on the Na*+ and on the Ca?*-dependent frac-
tions of the GABA released by high K‘ depolarization

Sitges, Chin, and Goazalez

the washout period was concluded, the flow rate was
adjusted to 0.5 mVmin, and fractions were collected at
1 min intervals. After 7 minutes of perfusion, the stan-
dard buffer was rapidly replaced by the depolarizing high
K+ medium under the experimental condition to be tested.
In some experiments a second replacement at min 13
was pcrformed The release of ["HJGABA per minute is
as the p ge of the total radi ly
prcsenl in the synaplosomes at the beginning of the ex-
penmcnt (i.c. lhc radioactivity relcascd dunng 140r19
of p ion plus that ining in the filter at

the end of the experiment).

Perfusion Media. The composition of the standard
low K* buffer was (mM): 127 NaCl, 1.18 KH,PO,,
3.73 KQ, 1.8 CaCl,, 1.18 MgSO,, 20 NaHCO,, 11.2
ds and 0.1 mM ami ic acid (Figure 1)
or gamma vinyl-GABA (Figure 2 and Figure 3C and D).
The pH was adjusted to 7.4 by gassing the solution with
0,/C0; (95%/5% volivol). In the Ca?+-free buffer, CaCl,
was omitted and 0.1 mM EGTA was addcd In the Na‘
free buffer, NaCl was replaced by n-methyl-g!
and NaHCO, was replaced by HEPES buffer (in Figure
1) or by TRIS (in Figures 2 and 3) keeping the pH at
7.4. Where indicated, the standard buffer, the Na*-frce
or the Ca®*-free buffers also contained amiloride, TTX,
il, GABA or DABA: In hlgh K‘ depolarizing

in a purificd mouse brain paration pre-
loaded with the radiolabeled transmitter.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Obtention of the Purified Synaptosomes Loaded with
[PHJGABA. Synapiosomes were obtained from the brains
{without cerebellum) of 4 albino CD1 mice (11 weeks old),
following the methods of Hajds (16) For loadmg with
PHIGABA, in the ng me-
dium (in mM): 127 NaQl, 1.18 KH,PO,, 3.73 KQ, 1.8
CaCl,, 1.18 MgSO,, Z)NaHCO,. 11 glucose and 0.1 mM

media 50 mM KCI placed an eq
of NaCl.
Determination of the Inlemal Ca?* Level. Purified
were 3 d in d HEPES
standard buffer (in mM: 127 NaCl, 1.18 KH,PO,, 3.73
KQl, 1.8 CaCl;, 1.18 MgSO,, 20 HEPES, 11.2 dex-
trose, pH 7.4 with 2 uM probenecid to reduce fura-2
cfflux) and incubated with Fura-2AM (5 uM) during 45
min at 37°C. The incubation was stopped by 5-fold di-
lution with the same buffer followed by centrifugation
(8 min at 6,000 g at 4°C). The resulting pellet was re-
suspended and recentrifuged to finish the remotion of
the uni d dye. Fura 2 loaded synaptosomes were

of the GABA ic acid
(Figure l)orgmmavmyl-GABA(ﬁgs 2and fig.3C and
D), were incubsted in the presence of PHIGABA (0.83
uCi, 0.5 1M final concentration) at 37°C during 10 min
or 25 min, as indicated in the figure legends.

[*H]GABA Release Experimeris. The release of
[PH]JGABA was assayed foliowing the continuous per-
fusion procedure described previously (17). Bricfly, syn-
aptosomes (0.2-0.3 mg protein) loaded with the labeled
transmitter were transferred to Millipore filters (0.65 M)
lying on mulllpcrlonlcd chambcrs aligned in pmllel
The jvity not d into the

resuspended in HEPES buffer and kept at 4°C in the
dark. Aliquols of the synaptosomal suspension were
transferred to acryl cuvettes, dilute 10 fold to a final
volume of 2 m! and stirred continuously. The mlemal
Ca?* level was d from d on
line in a Perkins Etmer LS-50 spectrofluorometer inter-
faced with an IBM compatible computer. Data points
were collected at 1.89 scc intervals. Calcium was deter-
mmcd by the ratio’ mclhod of Grynkiewicz et al. (18).

was climinated Iq rapidly pasmg (1.3 mllmmr) a stan-
dard Ringer's medium with a peristaltic pump. When

and mi values were de-
d with 0.6 mM digitonin and 60 mM EGTA,
respectively.

Sources of materials. [2,3 *H]GABA (spec. act.
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ion over basal values (coatrol without

depolarization) ted synaptosomes
with Tris buﬂer contiring 147 mM NaCl (’) or 147 mM o-methylglucamine (O). From min 8 to 14, 50 mM KCI substituted an

of NaCl (@) or

(O) in the Tris buffer. (E) Synaptosomes were perfused with a Na*-frce HEPES buffer (a- melhyl-

glucamine reylmng NaQ)) in the absence (A) and in the presence (@,0) of CaCl, 1.8 mM, or in the absence (@,4,) and in the presence of 1

mM amiloride (O). Data are mean = SEM (bass,
dnﬂeuws between the releasing respoases 1o high K* i the absence and
+,p<0.

34.7 Ci 1), was ob d from New England Nu-
clear (Boston, M.A.). ‘Tetrodotoxin, lmiloride, verapa-
mil ide, amino-oxyacetic gamma-amino-
n—bulync amd (GABA), L-2,4-diamino-n-butyric acid
{DABA) and probenccid were from Sigma
Chemical Co. (St. Louis M.0.). Fura-2AM and Fura
acid were obtained from Molecular Probes, Gamma-vi-
nyl-GABA was a gift from Dr. S. Brailowsky.

) values from four (A) Ihlee (B). four (C), five (D) and four (E) indcpendent experiments. The

the presence of amiloride were significant as indicated *, p < 0.005,

RESULTS

Figure 1A shows that in synaptosomes preloaded
with ["H]JGABA during 10 min, high K* depolarization
induces the relcase of a fraction of H-GABA in the
absence of external Ca®* (@, min 8-13). An additional
fraction of *H-GABA is released by high K* when Ca®*
is present in the perfusion medium (@, min 14-19).
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Fig. 2. Synspiosomes were preloaded with {H]JGABA during 25 min
aad (A} perfused with Na<.free TRIS buffer without (@) or with 20
M DABA {O) and depolarized (arrow) with 50 mM KQl. (B) Syn-
aptosomes perfused with standard buffer withou! (@) or with 20 uM
DABA (O} were exposed to 5 uM GABA (lnuw) {C) Synaptosomes
perfased with Na+-free (O) or Na* containing (@) TRIS buffer were

105 uM GABA (arrow). (D) §; osomes petfused with
Na*-free (O) or a Na* containing (@) TRIS buffer were exposed to
20 uM DABA (arrow). Data are mean = SEM (bars) values from
five {A) or four (B,C and D) independent experimens (°, p < 0.005;
+,p < 0.05).

iloride (ImM) letely abolishes these resp
to high K* (Figure lA, O). A similar inhibition of the
two components of the evoked rclease of [*HJGABA by
amiloride is obtained when gamma-vinyl-GABA is used
instead of aminooxiacetic acid (data not shown).

The effect of de at lower ions than
1 mM was also tested on the two fractions of the
PHIGABA released by high K+. These results are shown
in Figure 1B, wherc the bars represent the sum of the
[’H]GABA released in response to high K+ during 6
min of perfusion in the absence and in the presence of

the indicated uM ions of amiloride. As shown
m the £ figure, high K+ induced responses are mukedly
ini 300 1M amiloride. Lower p

Sitges, Chin, asd Goazalez

In synaptosomes treated with the voltage-sensitive
Na* channel blocker TTX, the patiern of the ["[HJGABA
released by high K in the abscnce and in the presence
of external Ca?* is similar to contro synaptosomes (Fig-
ure 1C). At the same concentration (1 pM) of TTX used
in Figure 1C, this Na* channel blocker practically abol-
ishes the release of ["HJGABA induced by 20 uM ver-
atridine, a voltage sensitive Na* channel activator (data
not shown).

Figure 1D shows that a considcrable amount of the
[PH]GABA released by high K* is lost in synaptosomes
perfused with the Na*-frec Hepes medium.

For eliminating the Na*-depend of
the {*H]GABA released by high K¢ depolannuon, all
the experiments in fig. E were donc in synaptosomes
incubated with [PH]GABA during 25 min and perfused
with a Na*-free buffcr. Under these conditions, high K+
depolarization only elicits [’ HJGABA relcase when Ca®*
is present in the perfusion buffer. In the absence of ex-
ternal Ca?* (omission of Ca?+ in the buffer plus EGTA)
high K* cannot induce any response (Figurc 1E, 4). In
the presence of extemal Ca?*, a similar prevention of
the stimulated release of [*HJGABA to that obtained
without Ca?*+ is observed when depolarized synapto-
somes are trealed with 1 mM amiloride (Figure 1E, O).

Figure 2A shows that when synaptosomes are per-
fused in the absence of external Na*, the Ca®*-depen-
dent high K*-induced response is insensitive to the blocker
of the GABA transporter DABA, which in the presence
of external Na*, inhibits the transporter-mediated re-
lease of [’"H]JGABA induced by homoexchange with 5
1M of cald GABA (Figure 2B). The complete depend-
ence on external Na* of GABA-induced homoexchange
and DABA-induced heteroexchange is shown in Figures
2C and 2D, respectively.

Figure 3A shows that 30 1M verapamil consider-
ably reduces the raise in the internal Ca?* concentration
induced by 50 mM K*. The raise in the intcrnal Ca?*
concentration promoted with 30 mM KCl is similar to
that induced by 50 mM KCl and it is similarly dimin-
ished by 30 uM verapamil (data not shown). We did not

the effect of amiloride on the elevation of Ca2*
induced by high K+, becausc amiloride completely
quenches the fluorescence of the Ca?*-sensitive indica-
tor dye fura 2 preloaded in synaptosomes (Figure 3B).
Figure 3C shows that as for the case of amiloride, the
organic Ca?* channel antagonist verapamil also inhibits
both, the Na*-dependent and the Ca?* dependent com-

of [*H]JGABA relcase induced by high K*. Fur-

(10 - 100 uM) of this compound do not prevent the
stimulated release of [*HJGABA cither in the absence or
in the presence of external Ca?*.

thermore, in the absence of external Na*, the Ca?*-
dependent depolarization induced relcase of *H-GABA
is also sensilive to verapamil (Figure 3D).
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Fig. 3, (A) The intermal Ca** level in Fura-2-loaded synaplosomes was d:urmlned as dﬁaﬂzd in Expetimental Procedure. Afier monitoring

by npid addition 1o the cuvette

baseline values in control (@) sad 30 1M verapamil treated

of an aliquot of a concentrated KCI sol

the absence (b and d) of Ca** without (2 and b) or with (c and d) 1 mM
with: Ca?.free (min 1.7), Ca?*-free, high

(), the
umnlngjvufndm-eemﬂonolSOmM (lnow) [i:}) FuuZ:peammln
amiloride. loaded with

ptuenee(alndc)mdin

PHIG
K+ buffer (min 8-13), and high K’ buffer with Ca?* (min 14-19) in the lbunce (.) or In
InC and D, data are mean = SEM(bm)vtlmfmmfmindeptndenl

the presence (O) of 30 uM vu'-nl {D) Symp«mmu were perfused with Na*-free TRIS buffer without (@) or with 30 pM vel
Fig-A

Aisa
expetiments (*, p < 0.005; +,,<005)

DISCUSSION

In this study we have characterized the inhibitory
effect of amiloride on the two B of the stim-
ulated releasc of the amino acid neurotransmitter
[PH]GABA in mousc brain synaptosomes.

In synaptosomes loaded with the labeled transmitter
duting 10 min, about half of the [*H]GABA reicased by
high K* is Na*~dependest and Ca*-independent (Fig-
ure 1A, min 8-12 and Fig. 1B, lcft bars). “This fraction
of the evoked relcase of PHJGABA is lost when syn-
aplosomes are perfused im the absence of external Na*
(Figure 1D) ot treated with amiloride (or verapamil) and
is TTX inscasitive (Figwe 1C, min 8-12). Taken to-
gether, thesc results indicate that part of the [PHJGABA

released by high K+ is mediated by Na* movements
through an amiloride (and verapamil) sensitive pathway
different from TTX-seasitive Na* channels.

To obtain the complete releasing response to high
K* an influx of both Na? and Ca?* is required, because
in the absence of external Ca?+, high K* depolarization
releases part of the releasable PHJGABA if Na* is pres-
ent in the extracellular fluid and the other part is relcased
in the absence of external Na*, only if Ca?* is present
in the external solution. When Na* and Ca?* ions are
absent from the external solution high K* depolarization
is unable for stimulating ["HJGABA rclease (Figure E,
A). Thus, the Ca?*-dependent release of [PHJGABA
evoked by depolarization can be dissected from the Na* -
dependent (Ca?*-independent) release of [PHJGABA in



the absence of extermal Na*. The finding that the dis-
sccted Ca?*-depeadent release of (*HJGABA cvoked by
high K* is insemitive to the GABA carrier blocker,
DABA (Figure 2A), which completely abolishes the Na*-
dependent release of PHJGABA induced by homoex-
change (Figure ZB). confirms that in the absence of ex-
ternal Na* the carrier-mediated component of [°H]-GABA
rtlcasc is cllmmatcd Thc rclcase of [‘H]GABA mduced

orhy which is medi;
through the GABA uplake carrier (19} is in contrast com-
pletely d dent on the p of I Na* (Fig-

ure 2C and D). A sesult, farther supporting the conclusion
that under our experimental conditions the absence of
external Na* climimates the carrier mediated release of
the labeled transmitier.

The Na*-depeadent release of [PHJGABA triggered
by an increase in the iemal Na*+ concentration has been
proposed 1o otiginake from the cytosol and has been ad-
scribed to the reveral of the GABA uptake carricr (15,20).
The Ca?+-dependest release, on the other hand, is be-
lieved o have a vmculu ongm (15). It is generally

d that depok voltage scnsmvc

Sitges, Chin, and Gonzalez

proposed role is to extrude the Ca?* Joad. When Na*
ions are present in the extemal medium, Ca®* ions can-
not enter via the Na*/Ca?* exchanger for contributing
to the Ca**-dependent evoked p b under
these conditions (see @, min 8-14 in Figures 1A, or 3C)
Ca®* is expected to be d by the exchanger. In
the absence of external Na* in contrast, the Na+/Ca?+
exchanger is expected to work in its reversed form. Thus,
under these conditions the possibility that part of the
Ca?*-dependent release of [FHJGABA induced by high
K+ is also due to the entrance of Ca* via this exchanger
cannot be discarded.

Amiloride and verapmil inhibition of the Ca+-de-
pendent release of [PH]JGABA induced by high K* can
be explained by an antagonistic action of these drugs on
VSCC. Also, the inhibitory effect of amiloride and ver-
apamil on the Na* dependent-component of the stimu-
fated release of [PHJGABA could be explained by an
antagonistic effect on VSCC, if we assume that in the
absence of external Ca?*, Na* enters into the terminal
through VSCC and induces [’H]GABA release via re-
varsal of the GABA uptake carrier. Examples of Ca®*

Ca?* channels (VSCC) and triggers ex-
ocytosis in a Ca?* dependent manner. Part of the Ca®*-
dependent stimulated n:leasc of PHJGABA in synapto-

the of

somes has been i >

q

g Na* in the absence of extra-
cellular Ca" bave been presented in muscie fibers (21),
(22) and (10) cell prep

uons In neuroblastoma cells Tang ct al. (10) clearly
d that a TTX-insensitive, amiloride-sensitive

Ca?* through the Na*/Ca?* exch ger in ils
form (12). If in symaptosomes perfused in the absence
of external Ca?+, bigh K* depolarization activates the
Na*/Ca?+ cm aad Na* enters lhe terminal through
this path ide and pamil could be inhib-
iting the Na*-depemdent fraction of the stimulated re-
kease of [*HJGABA dy blocking this exchanger. However,
when Ca?* is added 1o the perfusion medium the sub-
sequent release of PH)GABA induced by the presence
of external Ca?* is also completely prevented by ami-
loride (fig. 1A, mim 13-21). Furthermore, when the Na+
dcpcndenl carrier-mediated release of [PHIGABA is
d in perfused with the Na*-frec
medium, amiloride is still lctely blocking the Ca?+-
dependent fraction of the stimulated release of [’H]GABA
(Figure 1E), and this dissected Ca®* dependent com-
ponent of the evaked release of GABA is also sensitive
to verapamil (Figwe 3D). Thus, it is difficult to propose
that the inhibitory effect of amiloride found here is only
duc to an inhibition of the Na*/Ca?* exchanger, because
if this is the casc it hes 10 be assumed that all the Ca2+
that triggers the (w?*-dependent relcase of [PH]JGABA
foliowing high K* depolarization enters the terminal
lhmuyl this enh: i its reversed form.
depolarization-mmduced i

increase in the internal
Ca" level may acswmte the Na/Ca?* exchanger, which

Na* current passing through Ca?+ channels of the T-
type is activated when Ca?* is absent from the external
medium, and that this Na* current carried by Ca®+ chan-
nels is considerably much larger than that carried by
Ca?* jons (10). The kinetics of T channels makes im-
bable that an amiloride blockade of these specific
lypc of channels could underlie its effect on *H-GABA
rclease. We do not know however, whether amiloride at
concentrations above 300 uM, which effectively block
Ca?* currents of the T-type without affecting those of
the L-type in neuroblastoma cells, is also able to inhibit
other Ca®* currents (i.e. N or P-type Ca’* currents) that
could be involved in the rek
The increasc in fura-2 fluorescence induced by 50
mM K+ in mouse brain synaplosomcs is sensmve to
il. This indi that the
enmme of Cl" mduoed by hlg,h K+, Unlonunllely.
of fura-
2,henccwecouldnmmcasuremeﬁeuouthemscm
the internal Ca** concentration promoted by high K¢
using this technique as was done for verapamil. Never-
theless, amiloride and vcrapamll cleuly block the dis-
sected Ca®*-depend P induced mluse of
[PH]GABA, and a result showing that
high K*-induced elevation in the internal Ca" concen-
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