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RESUMEN 

La melitina (ML T) es un polipéptido invasor de membrana anfipático básico de 26 

amino licidos contenido en el veneno de la abeja Apis meliftra, que se conceptualiza 

como un estimulador directo de la actividad de fosfolipasa A2 (PLA2), pero que a 

concentraciones micromolares causa hemólisis. No obstante los posibles efectos como 

agente inductor de daño celular, la MLT se ha usado extensamente como herramienta 

experimental para explorar la participación de la PLA2 en los procesos de secreción. 

En este trabajo se analizaron los efectos de la MLT en sinaptosomas (i.e. terminales 

nerviosas aisladas del cerebro del mamífero) sobre: (l) la liberación de 

neurotransmisores (como modelo de secreción), (11) la producción de ácido 

araquidónico (como indicador de activación de la PLA2) y (111) sobre la salida de 

deshidrogenasa láctica (DHL) (para detectar daño celular). Encontramos que a 

concentraciones crecientes (0.3, 1 y IO µM) la MLT aumenta la liberación de los 

neurotransmisores (GABA y dopamina) de manera dosis dependiente, con una ED50 

(1.37 µM) similar a la reportada anteriormente para estimular la secreción de péptidos 

y hormonas. También encontramos que la MLT aumenta la producción de ácido 

araquidónico (uno de los principales productos de la actividad de la PLA2) en 

membranas de sinaptosomas en forma dependiente de dosis. Sin embargo, a la 

concentración de IO µM la MLT induce la salida del marcador citoplásmico, DHL de 

los sinaptosomas. Descubrimos que la cantidad de proteína sinaptosomal expuesta a la 

MLT determina la eficacia de dicha toxina sobre las 3 respuestas estudiadas, lo que 

indica que la concentración de melitina activa es la que ha alcanzado la membrana 

sinaptosomal. La presencia de caz+ ex temo facilita la liberación de GABA y la 

producción de ácido araquidónico que induce la MLT a las concentraciones 

membranales que no alcanzan a inducir salida de DHL, pero no modifica la salida de 

DHL que induce la concentración elevada (IO µM) de MLT. Asimismo, el inhibidor 
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de la actividad de PLA2, bromofenacil bromuro (BPB), disminuye la liberación de 

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

DHL que induce la MLT a altas concentraciones. Nuestra interpretación de estos 

resultados es que la MLT a concentraciones bajas activa a una PLA2 dependiente de 

Ca2+ capaz de regular la liberación de GABA. El daño independiente de Ca2+ que 

produce la MLT a concentraciones mayores no parece sin embargo, involucrar la 

actividad de esta enzima. Dadas las características fisicoquímicas de la toxina, el daño 

celular posiblemente eslll 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 

me litina en estudios relacionados con la participación de la PLA 2 en procesos de 

secreción es crucial escoger cuidadosamente la cantidad de tejido que se expondrá a la 

toxina, así como la concentración de la misma. 

10 



INTRODUCCION 

Los mecanismos bioquímicos involucrados en el daño celular tóxico, sobre todo en 

el sistema nervioso central, han atraído un creciente inlerés en los úllimos años. El 

desequilibrio de los mecanismos que regulan la homeostasis del Ca2+ frecuentemenle 

es un suceso temprano en el desarrollo del daño celular esponláneo (Potts y col., 1992; 

Trump y Berezsky, 1987). Cuando el aumento en la entrada del caz+ es sostenido, la 

activación de la PLA2 podría dar como resultado un daño extenso en las membranas y 

la generación de metabolilos tóxicos. Se ha detectado la activación de fosfolipasas A2 

dependientes de caz+ durante la isquemia (Chien y col.,1979) y la anoxia (Farber y 

Young, 1981). 

La melitina es una molécula amfipática, básica de 26 aminoácidos contenida en el 

veneno de la abeja Apis melifera, que ha sido conceplualizada como un activador 

directo de la PLA2. La melitina es un péptido activo en membranas que induce en 

concentraciones nanomolares la formación de poros que permiten el paso de algunos 

iones, la hemólisis en concentraciones micromolares y la micelización discoidal en altas 

proporciones lfpido:péptido. 

Como por un lado, la melitina ha sido ampliamenle empleada para explorar la 

participación de la PLA2 en los procesos de secreción de péptidos y hormonas, pero 

también ha demoslrado ser un agenle induclor de daño celular, en el lrabajo 

experimental de esta lesis se exploraron ambos tipos de efeclos. Para ello se analizaron 

los posibles efeclos de la melitina sobre varias respuestas. Se esludió su efeclo sobre la 

liberación de neurolransmisores de teminales nerviosas aisladas, así como sus posibles 

efectos sobre la producción de ácido araquidónico (uno de los principales produclos de 

la actividad de PLA2) en membranas oblenidas de los sinaplosomas. Con objeto de 

detectar posible daño celular; se delerminó la salida de deshidrogenasa láctica (que es 
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una enzima seleclivamenre localizada en el citoplasma) de los sinaptosomas tratados con 

melilina. 
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11. ANTECEDENTES 

JI.A. U MELITINA. 

La melitina, que es Ja toxina mas abundanle del veneno de la abeja Apis melifera, 

constituye aproximadamente el SO% del peso seco del veneno, y corresponde al "factor 

lítico directo•, descrito en los primeros estudios del veneno. Es un polipéptido básico 

de 26 aminoácidos, con carácter antipático. Su peso molecular es de 2840 Da. Pane 

de la melitina natural se encuentra formilada en su extremo amino terminal. Después 

del extremo amino terminal hay un tramo largo que está básicamente constituido por 

aminoácidos hidrofóbicos. En el extremo carboxilo terminal presenta un hexapéptido 

con una gran densidad de cargas positivas (Habermann, 1972). Se atribuyen a su 

estructura primaria sus características de formación de micelas, disminución de la 

tensión superficial y capacidad para producir hemólisis. Es una molécula muy básica y 

posee características lensoactivas comparables a las de la digitonina o a la fosforilcolina 

(Habermann, 1972). 

1. Características fisicoqufmicas. 

La melitina, asf como otros péptidos que se unen a membranas o a protefnas 

membranales es predominantemente hidrofóbica. Carece de puentes disulfuro y los 

aminoácidos de la cadena lateral no presentan entrecruzamiento, por lo que pueden ser 

sometidos fácilmente a reacciones de sustitución. Tiene una carga neta de +6, cuatro 

de estas cargas positivas se encuentran en el altamente básico 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 ácidos en la melitina. 

La secuencia de aminoácidos de la melitina ha sido reponada (Bernheimer y Rudy, 

1986) y es la siguiente: 
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NH3+ ·Gly-lle-Gly·Ala· Val·Leu·Lys· Val·Leu· Thr-Thr-Gly-Leu· 

Pro-Ala·Leu·lle-8er·Trp-lle-Lys·Arg-Lys-Arg-Gln-Gln-CONIU 

De Dempscy C.(1990). 

A) Estructura cristalina de la melitina. 

La estructura cristalina de la melitina ha tenido considerable influencia sobre las 

ideas subsecuentes acerca de su interacción con las membranas. Para elucidarla se han 

empleado resonancia magnética nuclear protónica (lH·RMN) de alta resolución en el 

caso de melitina en micelas de dodecilfosfocolina y análisis de intercambio de amidas. 

Se ha determinado la estructura cristalina de la melitina tetramérica, con una resolución 

de 2 a 2.8 A, encontrándose que en ella la conformación de los 4 péptidos que la 

forman es helicoidal y esencialmente la misma (Terwilliger y Eisenberg, 1982 a; 

Terwilliger y Eisenberg, 1982 b). En el monómero 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 ángulo de aproximadamente 

120º. 

El doblado de la hélice mayor permite un empaquetamiento óptimo de las cadenas 

laterales hidrofóbicas de los residuos amino ácidos dentro del tetrámero de la melitina, 

con los aminoácidos no polares casi completamente secuestrados en el interior del 

doblez de la hélice, mientras que los aminoácidos polares con sus cadenas laterales 

cargadas se acomodan en la cara convexa de la alfa hélice. El enlace peptfdico 

Leu-13-Pro-14 está en la configuración trans que se requiere para tener una estructura 

de alfa hélice (lnagald y col.,1989). 
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B) Estructura de la melitina en solución. 

Dado que la melitina se pone en contacto con las membranas a través de una fase 

acuosa, es conveniente considerar sus propiedades en solución. A pesar de su alta 

propon:ión de amino ácidos hidrofóbicos, la melitina es muy soluble en agua(> 2SO 

mglml). En solución acuosa la melitina adopta diferentes conformaciones y estados de 

agregación, dependiendo de factores tales como la concentración del péptido, el pH, la 

fuerza iónica y el contraión negativo. Así, la melitlna puede encontrarse como 

monómero, a muy bajas concentraciones y en soluciones de muy baja fuerza iónica o 

en asociaciones tetraméricas cuando se encuentra en soluciones de fuerza iónica 

elevada. 

Cuando el péptido se arregla en forma de alfa hélice, se aprecia una configuración 

•torcida" de los aminoácidos polares y no polares del péptido. Esto da lugar a que los 

aminoácidos polares de los primeros 21 residuos queden en caras opuestas de la 

molécula. Esta característica es la que confiere la llamada •naturaleia antipática" a la 

molécula. 

Al igual que otros péptidos que contienen prolina, el enlace peplfdico entre 

Leu-13-Pro-14 presenta isomería cis trans, lo suficientemente lenta como para ser 

detectada mediante IH-RMN ( < 10/s). La estructura secundaria del monómero en el 

tetnlmero es muy interesante, porque al presentar una estructura secundaria anfifílica, 

los monómeros están arreglados por pares acomodados perpendicularmente. Las dos 

cadenas en cada par están situadas a una distancia de dos veces el eje de simetría, por 

lo que todas las fases hidrfóbicas se encuentran en contacto. Las interacciones 

hidrofóbicas entre las cadenas estabiliian al tetrámero. De hecho todas las 

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

ácidos que las forman están altamente interdigitadas. El resultado es una estructura 

cuasi globular, con un interior apolar y una superficie externa hidrofOica, altamente 
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cargada en contacto con el medio acuoso (Terwilliger y Eisenberg, 1982 a; Terwilliger 

y Eisenberg, 1982 b). 

C) Jnteraccidn de la melitina con las membranas y efecto lítico. 

La asociacidn de la 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 

inoculación del veneno por la abeja) se han adjudicado a lisis celular causada por la 

activación de la PLA2 presente en el veneno de la abeja. La enzima produce daño 

subsecuente y por lo tanto, muerte celular. 

Dada la gran dificultad de estudiar interacciones superficiales, orientaciones 

intramembranales, ele. en sistemas celulares completos como el eritrocito, la gran 

mayoría de los estudios físicos de la melitina y sus interacciones con los lípidos de 

membrana se han hecho utilizando membranas modelo o micelas de detergente. 

Desafortunadamente, la mayoría de los estudios se han hecho con diferentes 

concentraciones de melitina, a diferentes temperaturas y con soluciones de diferente 

composición, lo que no permite compararlos (Georghiou y col., 1982; Dufourc y 

col.,1986; Inagaki y col.,1989). Los estudios para determinar el estado de agregación 

de la 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 conclusión de que este 

péptido adopta una configuración 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 la melitina forma una hélice al 

interaccionar con superficies similares a las de las membranas (lnagaki y col.,1989; 

Vogel, 1981; Lafleur y col.,1987). Estudios de dicroísmo circular (DC) y de 

especlroscopía Ramman demuestran que la melitina adopta una configuración de hélice 

en membranas de fosfatidilcolina de huevo, dimelilfosforilcolina y 
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ditetradecilfosforilcolin~ (Vogel, 1981). Adicionalmente, los estudios de OC y de 

espectroscopfa Raman en membranas de ditetradecilfosforilcolina indican que la alfa 

hélice contiene aproximadamente 20 residuos de aminoácidos, sugiriendo que la 

secuencia tetrapeptídica terminal puede adoptar una configuración no helicoidal (Vogel, 

1981). 

Cuando la melitina está unida a una membrana, los potenciales transmembranales la 

vuelven asequible a las enzimas proteolíticas 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 

orientación superficial en la membrana a una orientación transmembranal de la hélice 

de melitina en la bicapa, pero también es congruente con el movimiento de todo el 

péptido a través de la membrana, catalizado por la diferencia de potencial 

transmembranal (Clague y Cherry, 1988). 

Dado que las membranas biológicas están compuestas por mezclas de lípidos, se ha 

explorado la posibilidad de. que la melitina interaccione selectivamente con diferentes 

tipos de lípidos, encontrándose que se une con una afinidad 100 veces mayor a 

membranas formadas por lípidos negativamente cargados, que a las de lípidos 

zwitteriónicos, lo que sugiere un importante componente electrostático en la unión de la 

melitina a las membranas. En estas condiciones la estequiometrfa de esta unión es de 

4-5 moléculas de !!pido 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 

lipídicas a las que se aplica un potencial eléctrico negativo en la cara opuesta a la cara 

en que se aplican concentraciones sublíticas 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 formación de 

canales que permitan la migración de los iones como respuesta a una reorientación 
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dependiente de voltaje de la melitina en Ja 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 permebilización de las membranas por la melitina indica una alteración en las 

propiedades de organización de los lípidos membranales. Además se sabe que altas 

concentraciones de melitina provocan la destrucción de las membranas en forma similar 

a Ja solubilización por detergentes (Habermann, 1972). Se ha estudiado la micelii.ación 

de membranas de fosfatidilcolina por la melitina, empleando concentraciones 

moderadas del péptido (3 - 6%, péptido/ lípido, mol/mol) (Dempsey y Watts, 1987; 

Dufourc y col.,1986; Dempsey y col.,1987). Estudios de microscopía electrónica por 

criofractura indican que las partículas 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 interacción con la fase acuosa (Dufourc y 

col.,1986). 

D) Hemólisls como modelo de proceso lítico. 

Se ha estudiado a Ja hemólisis como un modelo de proceso lítico provocado por la 

melitina. La melitina es capaz de causar la lisis de los eritrocitos a partir de 0.3 µM 

(Habermann, 1972) pero esta se suprime completamente en presencia de fosfato 50 

mM. (Hider y col.,1983). Se ha encontrado que son los monómeros de la melitina en 

solución los que se unen a los lípidos membranales en general y no a sitios específicos. 

Este proceso presenta una cinética bifásica, con una primera fase rápida disparada por 

la acumulación de melitina en la cara externa de la membrana, con penurbación de Ja 

estrctura de la membrana y una fase estacionaria, que se atribuye a Ja recuperación de 

la geometría membrana! (DeGrado y cul.,1982). Se ha propuesto que la melitina 

provoca la ruptura de los eritrocitos mediante la formación 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 lisis causada por la melitina, que 

son congruentes con los estudios funcionales y estructuniles 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 lípidos de la membrana su lado hidrofóbico 

y a la parte acuosa del poro su cara hidrofílica. Como es poco probable que los canales 

as! formados sean lo bastante grandes como para permitir el paso de la hemoglobina, 

este tipo de modelo propone que dichos canales causan un desbalance osmótico, 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 fosfolip!dica de la 

membrana, la cual puede ser seguida o no por lisis osmótica (Bemheimer A.W. y Rudy 

B.,1986). 

La evidencia que apoya la hipótesis de la lisis por un mecanismo osmótico es muy 

fuerte, pero deja sin aclarar la naturaleza molecular de la primera lesión que induce la 

melitina. 

Tomando como modelo la hemólisis inducida por melitina, las evidencias e 

interpretaciones caen en tres categorías principales. La hemólisis resulta de 

perturbaciones en la organización de la bicapa lipídica: 1) debido a la presencia de la 

hélice antipática en Ja zona de los grupos de las cabezas, 2) debido a la formación de 

canales permeables a los iones, al modo de los poros sensibles a voltaje o 3) como 

resultado de la habilidad del péptido para formar micelas discoides en las membranas, 

las cuales dejan huecos a través de los cuales <lifunden los contenidos celulares. Cada 

uno de Jos mecanismos anteriormente mencionados es congruente con un mecanismo de 
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lisis osmótica, siempre y cuando la perturbación inicial dé como resultado una 

permeabilidad iónica aumentada. 

2. Características bioquímicas. 

A) Activación de la PLA2. 

En vivo, a nivel molecular la melitina presenta principalmente dos tipos de 

acciones; produce la lisis celular y activa a la PLA2 presente en el veneno de la abeja. 

La enzima produce dailo subsecuente y por lo tanto, muerte. celular. La melitina ha 

sido capaz de lisai' a todos los tipos celulares con los que se ha puesto en contacto, es 

capaz de Usar organelos intracelulares, como las mitocondrias y los lisosomas e 

inclusive vesículas fosfolipídicas de diversa composición (Habermann, 1972). 

Recientemente, mediante el uso de anticuerpos contra la melitina se ha encontrado en 

células de mam!fero una proteína que activa directamente a la PLA2 (Clark y 

col.,1987). Esta proteína, al igual que la melitina, solamente activa a algunas 

fosfolipasas A2 (Steiner y col.,1993). 

B) Efectos de la melitina sobre diversos sistemas. 

Generalmente se usa el aumento en Ja.producción de ácido araquidónico y sus 

metabolitos como una medida indirecta de la actividad de lá PLA2• La melitina es 

capaz de estimular la producción de ácido araquidónico en diversos tipos celulares, por 

ejemplo, células PC12 de feocromocitoma (Oksoon y col.,1980), fibroblastos de 

embrión de ratón (Mufson y col.,1979) células de islotes de Langerhans (Metz, 1986), 

plaquetas (Shier, 1979), células de pituitaria de rata (Kiesel y col.,1987; Abou-Samra y 

col.,1986). Los bloqueadores inorgánicos de los canales de Ca2+ ( Cd2+ > Mn2+ > 

ca2+) inhiben parcialmente el aumento en la producción de ácido araquidónico 

estimulado por la melitina en células PCl2, (Oksoon y col.,1980), mientras que en 
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islotes de Langerhans el níquel y el lantano la inhiben completamente (Metz, 1986), 

por lo que se le ha considerado como un activador de la PLA2, y dado que se ha 

implicado a la PLA2 y a la producción de los melabolitos del ácido araquidónico en el 

mecanismo bioquímico que subyace a los fenómenos de secreción, la melitina ha sido 

usada para estudiar la secreción 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 la melitina 0.8 µM es capaz de inhibir la diferenciación de 

células de melanoma de ratón, estimular el crecimiento de células embrionarias de rala 

transformadas con adenvirus e inducir liberación de ácido araquidónico y la síntesis de 

prostaglandinas de fibroblastos de embrión de ratón en la misma forma que los ésteres 

del forbol (M~fson y col., 1979). Además de activar a la PLA2, la melitina tiene una 

serie de efectos sobre las células. Por ejemplo, Drust y Martin {1984) reportan que la 

melitina 0.29 µMes capaz de provocar la fosforilación de las mismas proteínas que los 

ésteres del forbol en células GH3, lo que podría sugerir que la melitina está 

funcionando como activador directo o indirecto de la PKC. Estudios in vitro muestran 

que la melitina es capaz de inhibir a la PKC activada de diferentes formas (IC50 de 3 a 

8µM), (O'Brian y Ward, 1989; Raynor y col., 1991; Raynor y col.,1991) por unión 

directa al dominio catalítico de la enzima, de acuerdo con un mecanismo de inhibición 

no competitiva con respecto a la unión de ATP (O'Brian y Ward, 1989). La melitina 

inhibe la unión de forbol dibutirato a PKC (JC50 = iµM) (Raynor y col.,1991). 

La melitina puede formar un complejo estable con la 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 básicas o con drogas hidrofóbicas. La melitina inhibe 

competitivamente la activación de la fosfodiesrerasa cerebral por calmodulina (Raynor y 

col.,1991). La melitina también inhibe a la proleina cinasa dependiente de Ca2+ y 
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calmodulina (CaMPK-11) con una IC50 de lµM, (Raynor y col.,1991); inhibe a la 

ATPasa de Na+ /K+ (IC50 = 2µM) (Raynor y col.,1991) y ~s capaz de provocar la 

ruptura de fosfoinos!tidos, con formación preferente de fosfato de inositol (Oksoon y 

col.,1980). 

11.B. FOSFOLIPASA.S A2 DE MAMIFEROS. 

Las fosfolipasas son enzimas pertenecientes a las estearasas, capaces de hidrolizar a 

sus sustratos in vivo. Las fosfolipasas A2 (PLA2; fosfátido sn-2-acilhidrolasas; EC 

3.1.1.4.) catalizan la hidrólisis de la cadena de los sn-2-acil ácidos grasos de una gran 

variedad de sustratos fosfolípídicos (PL) para dar lugar a un ácido graso y 

lisofosfol!pidos. Estos productos pueden actuar por sí mismos como segundos 

mensajeros intracelulares o pueden metabolizarse como precursores en la producción de 

mediadores lipídicos específicos, por ejemplo, la síntesis de prostaglandinas y los 

tromboxanos por la ciclooxigenasa, la de leucotrienos, lipoxinas y compuestos 

relacionados por las lipooxigenasas, ácidos epoxieicosatrienoico (EET) mediante la 

acción del sistema del citocromo P450 o bien el ácido araquidónico puede sufrir 

autooxidaciones y dar lugar a la formación de ácidos hidroperoxieicosatetraenoicos 

(HPETES), que son los precursores de los ácidos hidroxieicosatetraenoicos (RETES) 

(Shimizu y Wolfe, 1990). 

En los últimos años se ha incrementado nuestro conocimiento de la diversidad de 

formas y funciones de las sn-2-acilhidrolasas. Dado que la importancia y funciones de 

varias de las isoformas de la PLA2 todavía están por definirse, la nomenclatura formal 

de estas enzimas se basa únicamente en su estructura y secuencia. Las enzimas de 

14-KDa se han categorizado, usando relaciones evolutivas, en tipos 1, 11 y 111. La 

PLA2 de 85-KDa se ha caracterizado como una sn-2-acilhidrolasa y ha sido clonada y 

secuenciada por más de un laboratorio, se le ha dado la denominación preliminar de 
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tipo IV. A causa de la limitada información sobre su estructura, todavía hay otras 

fosfolipasas A2 que no han sido clasificadas (Mayer y Marshall, 1993). 

Aunque los miembros de esta familia de sn-2-acilhidolasas no están bien 

caracterizados, es posible una nueva perspectiva sobre la fUnción de varias fosfolipasas 

A2• Las fosfolipasas A2 tipo1 de 14 KDa Ca2+ dependientes son las fosfolipasas A2 

mas estudiadas. Hay reportes dé su presencia en diversos tejidos, como pulmón y 

riilón (Wallner y col.,1986), también hay reportes de sitios de unión de PLA2tipo1 en 

Ja superficie de las células, pero el papel extrapancreátlco de esta enzima no se conoce 

bien. La PLA2 tipo 11 de 14 KDa humana se encuentra asociada con varios tipos 

celulares y tejidos, o extracelularmente, cuando se libera como respuesta a Jos 

mediadores proinflamatorios, tales como la interleucina 1 (IL 1) o IL 6 o al factor de 

necrosis tumoral (TNF). Su presencia en fluidos inflamatorios, exudados tisulares o 

suero la ha implicado en la inflamación. El papel de Ja PLA2 tipo 11 de 14 KDa en el 

metabolismo de Jípidos debe reevaluarse a la luz de la identificación de otra PLA2 

asoeiada a las células, pero estructuralmente diferente: la sn-2 acilhidrolasa de 85 KDa. 

Las fosfolipasas A2 tipo IV de 85 KDa son Jos candidatos más probables para ejercer el 

control de la liberación de ácido araquidónico de sus pozas celulares, ya que, aunque al 

igual que la PLA2 tipo 11 de 14 KDa, es activa a pH neutro y es Ca2+ dependiente, a 

diferencia de las demás sn-2-acilhidrolasas, las fosfolipasas Az de 85 KDa tienen una 

marcada preferencia por el ácido araquidónico en la posición sn-2 de los sustratos 

(Clark y col.,1991; Kramer y col.,1991). 

Es necesario mencionar también un tercer grupo de fosfolipasas A2, las 

sn-2-acilhidrolasas independi~ntes de Ca2+, que aunque menos conocidas, también 

deben considerarse como contibuyentes potenciales en Ja producción de mediadores 

lipídicos. 
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1. Localizacidn y Funciones. 

La PLAz tipo n de 14 KDa soluble que se encuentran eri altas concentraciones en los 

fluidos extracelulares tales como el líquido sinovial (Seilhamer y col.,1989), líquido de 

ascilis (Kortesuo y Nevalainen, 1991) o suero (Green y col.,1991) durante los episodios 

inflamatorios. Hay diversos estudios que tratan de establecer su origen, encontrándose 

que esta PLAz soluble puede liberarse de diversos lipos celulares, tales como las 

plaquetas aclivadas con trombina (Kramer y col.,1989) y los macrdfagos de conejo 

tratados con f-Met-Leu-Phe (Lanni y Becker, 1983). En este último caso se libera 

junto con lisozima y glucuronidasa, lo que sugiere una localizacidn lisosomal de la 

misma (Lanni y Becker, 1983). La produccidn de prostaglandinas y la liberacidn de 

PLA2 se inhiben con actinomicina D y con cicloheximida, lo que indica su dependencia 

de la síntesis de RNA y de proteínas. De hecho, se ha reportado que los niveles de 

mRNA de PLÁ2 de 14 KDa se incrementan en células mesangiales de riñdn de rata con 

JL-1 y disminuyen cuando se tratan con dexametasona (Nakazato y col., 1980; 

O'Banion y col.,1980). 

El gen humano que corresponde a dicha PLA2 se ha clonado de una biblioteca de 

DNA gendmico, encontrándose que codifica tanto para la PLA2 tipo JI de 14 KDa 

completa, como para una secuencia de señalizacidn. 

Con el objeto de saber si las PLA2 tipo 11 de 14 KDa bioquímica o inmunoldgicamente 

relacionadas provienen de uno o varios genes se han hecho estudios de Southern blot·de 

DNA gendmico humano cuyos resultados sugieren que todas las isoenzimas provienen 

de un solo gen, que codifica tanto para la PLA2 tipo JI de 14 KDa completa, como para 

una secuencia de señalizacidn (Seilhamer y col., 1989; Kramer y col.,1989). La enzima 

de tipo n parece estar muy conservada entre las diferentes especies. Entre las enzimas 

plaquetarias de humano, rata y cerdo hay una homología del 79% en la secuencia en 

general, con un 100% de homología en el centro activo y el patrdn de puentes disulfuro 

(Seilhamer y col.,1989). 
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La enzima es sensible al ditiotreitol (DTI') y resistente al calor y a condiciones ácidas 

(Seilhamer y col., 19S9; Kramer y col., 19S9). La PLA2 de 14 KDa humana se ha 

caracterizado como activa a pH de 7 a 9 y requiere ea2+ como cofactor. El ea2+ no 

puede ser sustituido por otros cationes y algunos metales, como el Fe2+, inhiben a la 

enzima. Esta enzima no muestra preferencia por un ácido graso en especial en la 

posición sn-2, pero es bastante selectiva con respecto a la clase de sustratos 

fosfolipídicos, ya que prefiere a la glicerofosfoetanolamina o a la glicerofosfoserina e 

hidroliza muy pobremente a la glicerofosfocolina (Kramer y col., 19S9; Hara y 

col.,19S9). 

Las sn-2-acilhidrolasas celulares pueden tener varias funciones, como el recambio 

normal de fosfolfpidos, reparación de la peroxidación de lfpidos (Van Kuijk y 

col., 19S7) o movilización de ácido araquidónico para la síntesis de mediadores lipídicos 

(Pernas y col.,1991). 

La selectividad para el araquidonilo y la dependencia de Ca2+ para la tranlocación 

son características que se esperan en una enzima implicada en la movilización de ácido 

araquidónico para la producción de mediadores lipídicos. Hay evidencia, obtenida en 

células de ovario de hamster chino que sobreexpresan a la enzima, de que la PLA2 de 

SS KDa puede estar involucrada en la producción de ácido araquidónico estimulada por 

hormonas (Lin y col.,1992). 

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra PLA2 de SS KDa de plaquetas 

de conejo se ha identificado una enzima inmunológicamente relacionada, que 

contribuye aproximadamente con el SO% de la actividad de PLA2 total en neutróftlos 

de conejo, plaquetas, cerebro, pulmón e hígado, pero presenta una muy somera 

actividad en bazo o riñón (Axelrod, 1990). Estos resultados permiten suponer que la 

PLA2 de SS KDa participe en la mobili:zación del ácido araquidónico, pero no definen 

claramente la relación entre la producción de ácido araquidónico y la producción de 

26 



mediadores lipCdicos especcticos; además de no mostrar evidencia concluyente que 

excluya la participación de otras isoformas de PLA2• De hecho se ha reportado Ja 

coexistencia de varias enzimas con caracteristicas de PLA2 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. Caracteristicas BioquCmicas. 

Se ha identificado PLA2 tipo IV de 85 KDa en tejidos y células como una actividad 

con 2 caracterCsticas particulares: 

1) Una afinidad de 5 a 10 veces mayor por los sustratos fosfolipídicos que tienen un 

araquidonato en la posición 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 translocación de la actividad enzimática de la fracción citosólica a la 

fracción particulada en condiciones de ca2+ amortiguado que van de 300 a 700 nM 

(Kramer y col.,1991; Diez y col.,1992; Gomich y col.,1990). 

Dos grupos han obtenido el cDNA de la PLA2 tipo IV de 85 KDa a partir de la 

secuencia parcial de aminoácidos de la enzima purificada a homogeneidad, 

encontrándose con una masa molecular ligeramente inferior (85 KDa) a la determinada 

por electroforesis (95-110 KDa) (Clark y col.,1991; Sharp y col.,1991). 

Mediante estudios de Southem blot del genoma humano se ha encontrado que hay 

una sola copia del gen que codifica para la PLA2 tipo IV de 85 KDa y que no hay otros 

genes relacionados. Se obtuvo evidecia concluyente de que este gen codifica para la 

PLA2 tipo IV de 85 KDa mediante la expresión de una enzima de idéntica actividad y 

caracteristicas bioquímicas en células COS-1 y en células de ovario de hámster chino 

(CHO); (Clark y col.,1991; Sharp y col.,1991). La comparación entre.enzimas 

proveinientes de células U937 y de la línea celular de macrófagos murinos, RA W 
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264.7, muestra una homología de mas del 95\lli en su secuencia de aminoácidos (Clark 

y col., 1991). El análisis de la secuencia de aminoácidos reveló la existencia de un 

dominio de 45. aminoácidos homólogo al dominio de unión al Ca2+ de la PKC y una 

homología parcial con una proteína suñactante de pulmón, pero no hay homología con 

ninguna otra proteína conocida, ni siquiera con la PLA2 tipo 11 de 14 KDa. Se ha 

expresado un fragmento, homólogo al fragmento de la PKC antes mencionado, que se 

ha demostrado que se transloca a la membrana en forma dependiente de Ca2 + (Clark y 

col.,1991). Esta translocación también se ha reportado para PLA2 de células de 

Kupfer (Krause y col.,1991). 

De acuerdo eón la idea de que el Ca2+ es necesario para la translocación, se ha 

reportado que hay un solo lugar de unión para el ea2+ en el complejo temario formado 

por la PLA2, el fosfolípido y el Ca2+. Sin embargo hay actividad hidrolftica en 

ausencia de ea2+, cuando se usan concentraciones elevadas de NaCl u otras sales, lo 

que implica que el ea2+ se necesita para la interacción inteñacial, pero no para la 

catálisis (Wijkander y Sundler, 1992). Este fenómeno no se ha descrito todavía para la 

PLA2 tipo 11 de 14 KDa. 

La cinética de la hidrólisis de fosfolfpidos por la PLA2 tipo IV de 85 KDa tiene dos 

pasos claramente definidos, que involucran diferentes dominios enzimáticos; la unión 

inteñacial y la catálisis (Clark y col.,1991; Wijkander y Sundler, 1992). Se ha 

estudiado la actividad de la enzima empleando vesículas de diversos fosfolípidos, 

vesículas mixtas, micelas y hasta membranas de Escherichia co/i como sustratos, 

encontrándose que presenta una clara preferencia por el sn-2-araquidonil sobre el 

sn-2-oleoilfosfolfpido y el sn-2-palmitoil es, un sustrato inadecuado. De donde se 

desprende que el grado de insaturación 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 inactivación suicida (Leslie, 1991). Esta aparente pérdida 
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de Ja actividad se ha atribuido también al agotamiento local de sustrato, conforme la 

enzima queda atrapada en vesículas de glicerofosforilcolina mientras se acumulan los 

productos de hidrólisis (Leslie, 1991). 

3. Regulación. 

La liberación y la formación de mediadores lipídicos está regulada por vanos 

mecanismos. Se supone que el paso limitante de este proceso es la accidn de la PLA2 

sobre las pozas de fosfolCpidos, lo que da como resultado la disponibilidad de ácido 

araquiddnico. La actividad de la PLA2 está regulada por la transdución de señales 

mediada por receptores, la concentración intracelular de Ca2+, la interacción con 

proteínas activadoras e inhibidoras, y el control transcripcional. Actualmente la 

literatura sobre regulación de la actividad de PLA2 se complica por el conocimiento de 

las mdltiples actividades de PLA2 que existen en muchos de los tipos celulares que se 

han estudiado. La aplicación de las características bioquímicas de las fosfolipasas ya 

caracterizadas a estudios viejos ocasionalmente permite reconocer a la fosfolipasa cuya 

actividad se midió. 

La activación de la sn-2-acilhidrólisis mediante la transdución de señales se lleva a 

cabo a través de 2 vías. Una de ellas es la activación de la PLA2 por una proteína G 

asociada a un receptor, que no requiere activación de la PLC y la otra es una 

activación indirecta a través de una vía mediada por PLC que aumenta el Ca2 + y activa 

a la proteína cinasa C, (PKC) o a cinasas subsecuentes (Axelrod, 1990; Tang y 

coll.,1988). 

Las sn-2-acilhidrolasas pueden activarse también mediante una proteína activadora 

de la PLA2 de mamífero (PLAP), que contiene una secuencia homóloga a la melitina y 

ha sido recientemente aislada de células BC3H (Clark y col., 1987). Aunque no se 

conoce el mecanismo mediante el cual la PLAP activa a la PLA2, se ha reportado que 

é~ta proteína es capaz de activar a la PLA2 de 14KDa, pero no a la PLA2 de 85 KDa in 
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vitro, (Steiner y col.,1993) y estimula la actividad de PLA2 en homogenados de células 

BC3H (Clark y col.,1987). 

La mobilización o la disponibilidad de ea2+ intracelular parece ser un requisito 

indispensable para la activación tanto de la PLA2 tipo n de 14KDa, como de la la 

PLA2 de 8SKDa. Como ya se dijo antes, la PLA2 de SS KDa requiere de ea2+ (300 a 

700 nM) para translocarse del citosol a la membrana, sin embargo cuando 5e activan 

los receptores de las células, el transiente de ea2+ subsecuente provoca que se alcancen 

localmente concentraciones micromolares de ea2+ intracelular (Mayer y Marshall, 

1993). Si tomamos en cuenta que la traslocación a la membrana y la actividad 

catalítica de la enzima son procesos independientes entre sí (Diez y Mong, 1990; 

Wijkander y Sundler, 1992; Krause y col.,1991; Rehfeldt y col.,1991), la 

concentración de Ca2+ a la que las formas soluble y asociada a membrana de la la 

PLA2 tipo 11 de 14KDa alcanzan su actividad óptima es de S mM (Rehfeldt y 

col.,1991), eslo implica que el flujo de Ca2+ actúa como un paso en la regulación de la 

actividad de la PLA2 de 8SKDa. Casi todos los reportes indican que la PLA2 tipo 11 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 Ca2+ similares (Marshall y McCarte-Roshak, 1992). 

4. Modulación Farmacológica de la PLA2. 

Se ha descrito un gran número de inhibidores de la PLA2 tipo 1, entre ellos, los 

análogos de fosfolfpidos, como los acilamino fosfolípidos (de Haas y col., 1990), que 

actúan por un mecanismo de competencia, ya que la amida en la posición 2 permite la 

unión del compuesto a la enzima, pero la eslereoselectividad del sitio activo impide que 

esta se hidrolice (de Haas y col. ,1990). Se ha reportado que el bromofenacilbromuro 

(BPB), inhibe a la PLA2 tipo 1, uniéndose selectivamente a la histidina 48 del sitio 

activo de la enzima (lnoue y Matsui, 1990). Basándose en este compuesto se han 
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diseñado los acenaftenos !-meta- hidroxibencil-2-substituidos, que son compuestos 

conformacionalmente rígidos, dirigidos contra el sitio activo de la PLA2 tipo l. Estos 

compuestos aprovechan la hendidura hidrofóbica situada entre la Leu-2 y la Tyr-69, 

mientras se dirige la funcionalidad del enlace de hidrógeno hacia el ndl-N de la His-48, 

por el cual muestran preferencia. Adicionalmenre se usa una amina para desplazar al 

ea2+ y rener un análogo bisustrato (Ripka y col., 1980). Se han encontrado o diseñado 

algunos inhibidore~ de la PLA2 tipo Il de 14 KDa (Mobilio y Marshall, 1980). Los 

compuestos de interés incluyen al manoalide y al scalaradial, que son potenles (JC50 de 

IS a 10 nM), pero inespecfficos, ya que actúan a través de una alquilación inespecffica 

de los residuos de 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 n substancias análogas a los sustratos, dirigidas al sitio activo y análogos de los 

estados de transición, tales como amidas tioéter de glicerofosfatidilcolina y de 

gliceroetanolamina (Yu y col.,1990) y el análogo al estado de transición del fosfonato 

de C7 (Potts y col.,1992). Sin embargo, a la fecha no se han descrito inhibidores de la 

PLA2 de SS KDa, aunque los inhibidores de la PLA2 de 14 KDa inhiben débilmenre a 

esta enzima.· 

S. PLA2 independienles de Ca2+. 

Se ha encontrado actividad de P!-A2 independienle caz+ en prácticamenle todos los 

órganos, con la mayor actividad en cerebro, pulmón, corazón e hígado. Esta actividad 

no se ha caracterizado en la mayoría de los casos y puede representar a una o más 

isoenzimas. Una enzima de este tipo que ha sido bien estudiada es la PLA2 

independiente de Ca2+ de 40 KDa de corazón 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 PLA2 
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independiente de Ca2+. La secuencia de esta PLA2 independiente de ea2+ presenta 

una alta homología con una proteína de función desconocida, originalmente clonada del 

cerebro (Zupan ycol.,1992). 

6. Evidencias de actividad de PLA2 en sinaptosomas. 

Bradford (Bradford y col., 1983), reporta la presencia de PLA2 en sinaptosomas y 

Moskowitz (Moskowitz y col., 1983) la demuestra, en vesículas sinápticas, esta tiene un 

pH óptimo de 8.5 y cuya actividad se facilita en presencia de Ca2+ externo. Baba 

(Baba y col.,1986) caracteiza una actividad de PLA2 en membranas sinápticas, que no 

es especCfica para· ácido araquidónico, pero tiene un pH óptimo básico y es dependiente 

de ea2+. Hay evidencia dt: que la concentración de ácido araquidónico endógeno 

aumenta cuando los sinaptosomas son despolarizados con alto x+ o con el ionóforo de 

Ca2+ A23187 (Asakura y Matsuda, 1984). Asfmismo se ha reportado que los ácidos 

grasos insaturados, como el ácido oléico y el araquidónico, cuando se aplican en forma 

exógena, son capaces de provocar un aumento en la liberación basal de c3HJ-GABA en 

sinaptosomas de cerebro de rata (Rhoads y col.,1983). 

Hay evidencia de que la activación de la PLA2 está involucrada en diversos 

fenómerios de secreción, por ejemplo, la secreción de insulina de islotes de páncreas de 

rata, en secreción de LH de adenohipófisis y en secreción de serotonina por plaquetas. 

Sin embargo es poco lo que se sabe de su participación en el mecanismo de liberación 

de neurotransmisores. 

11.C. GENERALIDADES SOBRE LA. LIBERAC/ON DE 
NEUROTRANSMISORES 

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

y afecta a otra célula o grupo de células adyacentes de un modo específico, 
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produciendo un efecto inmediato y reversible en la(s) célula(s) blanco. Hay 8 

substancias consideradas como neurotransmisores clásicos: acetilcolina, dopamina, 

norepinefrina, serotonina, histamina, ácido gama aminobutírico (GABA), glicina y 

glutamato. Las características que los definen como tales son las siguientes: Se 

sintetizan en la terminal nerviosa, están presentes en la terminal presináptica y se 

liberan en cántidades suficientes como para ejercer su ácción sobre la neurona 

postsináptica o el órgano efector. Cuando se aplican en forma exógena, en 

concentraciones similares a las endógenas, ejercen exactamente la misma acción del 

transmisor endógeno. Finalmente, existe un mecanismo para su remoción de la 

hendidura sináptica (Schwartz, 1991). 

4. Almacenamiento del Neurotransmisor. 

Una vez que se ha sintetizado el neurotransmisor se almacena en las vesículas 

sinápticas. Estas estructuras tienen dos funciones fisiológicas: Acumular y guardar el 

neurotrarismisor y mediar la liberación del mismo por el proceso de exocitosis 

(Schwartz, 1991). · 

Las aminas biogénicas entran a las vesículas sinápticas 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 fisiológico solamente el 0.5% del total de las 

monoaminas está en forma neutra; solo la especie no protonada penetra al interior de la 

vesícula, 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 citoplasma. Consecuentemente, 

cuando una molecula de amina sin carga entra en la vesícula, es protonada y no puede 

escapar. Por lo tanto el neurotransmisor llevado a las vesículas por atrapamiento de 

iones y retenido en el interior de las mismas por la formación de complejos con A TP y 

proteínas internas. Además de la entrada pasiva, hay evidencia también de un 
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transporte acitivo y especCtico de H+ junto con las moléculas de transmisor. Lo que 

provocaría una acumulación de neurotransmisor aún mayor que solo por atrapamiento 

de iones (Schwartz, 1991). 

S. Evidencia bioquímica de exocitosis. 

La mejor evidencia de que la exocitosis está involucrada en la liberación de 

neurotransmisores proviene de experimentos con células de médula adrenal estimuladas 

para provocar la liberación de aminas biogénicas. Observaciones mas recientes 

sugieren que la liberación de neurotransmisores, a pesar de ser un proceso exocitótico 

difiere de la liberación glandular y de la neurosecreción. La transmisión sináptica 

involucra a las vesículas sinápticas, que son mas pequeñas que las secretoras, y a muy 

pocas proteínas de la matriz membranal. La interacción de las vesículas sinápticas con 

la membrana está facilitada por una estructura especializada que se encuentra en la 

membrana presináptica. Esta zona se llama zona activa. En estos sitios la transmisión 

sináptica es rápida, sostenida y repetitiva (Schwartz, 1991). 

6. Remoción del Neurotransmisor de la hendidura sináptica. 

Una vez que el neurotransmisor liberado ha cumplido con su función la neurona lo 

retira de la hendidura sináptica mediante los siguientes mecanismos: difusión, recaptura 

y degradación enzimática. Este último particularmente opera en la inactivación de la 

acetilcolina (Schwartz, 1991). 

En el mecanismo de inactivación participan transportadores de alta afinidad para 

cada neurotransmisor, que remueven al neurotransmisor respectivo y así permiten 

economizar la síntesis del mismo al rellenar las reservas de éste en la terminal 

presináptica. A pesar de que los sistemas de recaptura son específicos, tienen 

características en común. Todos ellos requieren de Na+ en el medio externo, usándose 
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la energía 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 c1· juega un papel decisivo en la 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 

cotraósporte. En la estequiometría del Íransporte de GABA, las proporciones de las 

especies transportadas son: 2 Na+ : 1 CI" : 1 GABA. Este es probablemente el 

mecanismo mas común para la inactivación de neurotransmisores (Schwartz, 1991). 

7. Sinaptosomas. · 

Las membranas biológicas tienden a resellarse cuando se rompen. Esta propiedad 

permite aislar a las terminales nerviosas de homogenados parciales de tejido nervioso 

preparados.en solución isotónica de sacarosa (Gray y Whitlaker, 1962). Cuando el 

tejido nervioso se rompe (homogeniza) en el seno de una solución isotónica, las 

membranas celulares se rompen en sus wnas mas delgadas y menos resistentes, 

permitiendo que las terminales nerviosas se separen del axón y se resellen, conservando 

en su interior la maquinaria bioquímica necesaria para la síntesis, almacenamiento, 

liberación y recaptura de Jos 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 electrónico (Bradford, 1975; Gray y Whittaker, 1962). 

Los sinaptosomas recién aislados tienen características bioquímicas 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, Jo 

que les permite responder a estímulos eléctricos, como los potenciales sináplicos 

generados por potenciales de acción (Richards y Mcilwain, 1967). Los sinaptosomas 

son capaces de regular el transporte de ea2+ a través de su membrana (McGraw y 
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col.,1981) y de manleller un nivel de ea2+ citos61ico, en reposo, similar al de las 

~ulas intactas (Nachshen, 1985). Ademú se ha observado un imponante 

acoplamiento entre la liberación del neurotransmisor y la entrada de Ca2+ durante la 

despolariz.ación ñpida (Drapeau y Blaustein, 1983). Los sinaptosomas a 37º C y en 

presencia de los sustratos adecuados pueden respirar con un consumo lineal de 0 2 

durante varias horas despu~ de haber sido aislados (Bradford, 1969), ademú de 

conservar su sensibilidad osmótica y tener una gran capacidad para amortiguar los 

cambios de pH externo (Nachshen y Drapeau, 1988). 

m. 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 la liberación de diversos 

~dos y hormonas (Burgoyne y Morgan, 1990; Merz, 1986; Gandison, 1984; 

Kneppel y Gerhards, 1987; Ojcda y Negro-Vilar, 1985; Abou-Samra y col.,1986; 

Kiesel y col., 1987) y este efecto se ha adjudicado a la participación de la PLA2 

(activada por melitina) en el proceso de liberación de dichos mensajeros químicos pero 

tambim se ha demostrado que en eritrocitos la melilina causa hemólisis, en esre estudio 

seexplonS: 

1) El efecto de la mclitina sobre la liberación basal de neurotransmisores. 

2) El efecto de la melitina sobre la actividad de Ja PLA2 sinaptosomal, dado que 

aunque se ha reportado que esta substancia es capaz de activar a PLA2 (Clark y 

col.,1987; Steiner y col., 1993), se ha reportado que no activa a todas las isoformas de 

la enzima (Sleiner y col.,1993). 
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3) El posible efecto lítico de la melitina en sinaptosomas. 

•> Si la posible contribución de la capacidad de la melitina como activador de PLA2 

subyacía a sus efectos sobre la liberación de neurotransmisores. 

S) Si la capacidad lítica de la melitina subyacía a sus efectos sobre la liberación de 

neurotransmisores. 

6) Si el efecto de la melitina sobre la liberación de neurotransmisores depende de Ca2 + 

Clltemo. 

7) Si el efecto de la melitina sobre la producción de ácido araquidónico depende de 

Ca2 + ClllemO. 

8) Si el ~fecto de la melitina sobre la lisis de los sinaptosomas depende de ea2+ 

ClllemO. 

9) Si el efecto de la melitina sobre Ja liberación de neurotransmisores es sensible al 

inhibidor de la actividad de PLA2 dependiente de ea2+, BPB. 

IV. MATERIAL YMETODOS 

En este trabajo se estudió la liberación de los siguientes neurotransmisores: r3HJ­

GABA de sinaptosomas puros del cerebro completo del ratón y c3HJ-dopamina de 

sinaptosomas crudos (Pz) de cuerpo estriado de la rata. También se estudió la 

produccidn de c3HJ-ácido araqu~dónico por membranas de sinaptosomas puros de 

cerebro de ratón previamente marcados con el ácido graso radioactivo siguiendo el 

método de Strosznajder y Samochocki, (1991). El daño que pudieran causar los 

distintos Ulllmientos a que fueron sometidos los sinaptosomas se evaluó midiendo la 

actividad de deshidrogenasa láctica (DHL) en el sobrenadante de los sinaptosomas en 
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suspensión tralldos con melitina. La actividad de DHL se determinó siguiendo el 

m6todo especllOfotométrico repor1ado por Da¡ani y Erecinska (1987). 

1) Obiencicln de la preparación sinaptosomal. 

Para prqmar los sinaptosomas se siguió el método de Hajos (ffajos, 1975) 

modificado (Silges y col.,1993). Para la preparación de los sinaptosomas empleados en 

este trabajo se usaron ratones macho cepa CD! de once semanas de edad, en el caso de 

los experimelllOS de liberación de GABA; o bien, ratas Wistar macho de 250 g de peso 

pan los experimentos de liberación de dopamina. 

Los sinaptosomas se prepararon de la siguiente forma: los animales se matan por 

decapitación y se extraen los cerebros, en el caso de las ratas se diseca el cuerpo 

estriado. A continuación, el tejido obtenido se homogeniza en sacarosa 0.32 M a 4ºC. 

La rela.cicln PIV es de 1 g de tejido : 9 mi de sacarosa 0.32 M. El homogenado se 

centrifuga a 1500 x g durante 10 minutos, en una centrífuga refrigerada Beckman 12-

21, deseclWldose el precipitado. El sobrenadante as( obtenido se centrifuga a 9000 x g 

dunnte 20 minutos.Cuando se preparan sinaptosomas P2 (fracción sinaptosomal 

cruda), éste bocón de precipitado se resuspende en 3 mi de dextrosa 0.32 M y se 

procede a la incorporación de la marca radioactiva. Para preparar sinaptosomas puros, 

el precipitado de la segunda centrifugación se resuspende en 4.2 mi de sacarosa 0.32 

M y se coloca formando una banda sobre 20 mi de sacarosa 0.8 M, para formar un 

gnidiente dilCOlltinuo por centrifugación a 9500 x g. El gradiente as( obtenido presenta 

3 bandas: l 11111 banda blanca en la interfase entre las dos soluciones de sacarosa, que 

contiene secciones de axones mielinizados, una gran proporción de los cuales retiene el 

axoplasma, incluidas algunas mitocondrias. ll una banda opalina, en la que se 

encuentran las put(culas sinaptosomales en suspensión y DI un botón de precipitado 

que contiene pndominantemente mitocondrias, aunque también hay sinaptosomas 

pre5entes (Hl,jal,1975). La fracción ll se separa y se diluye con 3 veces su volumen de 

una solucida de SllCarllsa 0.32 M. Esta suspensión se centrifuga durante 15 minutos a 
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20000 x g por IS minutos para concentrar los sinaptosomas puros. El botón de 

precipitado se resuspende en aproximadamente 3 mi de dextrosa 0.32 M o en el 

volumen de Ringer necesario para tener la concentración de proteína sinaptosomal que 

el experimento requiera. 

2. Liberacidn de neurotransmisores en perfusión continua. 

A) Medio de perfusión. 

Se emplea un Ringer de Krebs bicarbonato a pH 7 .4 gaseado con una mezcla de 

COz: Oz (S'5 :95 '5) a 37ºC. La compocición de t!te medio es la siguiente: NaCI 127 

mM, ICH#()4 l.l8 mM, KCI 3. 73 mM, cac12 1.8 mM, MgS04 l.l8 mM, NaHC03 

20 mM, dexttosa l l .2 mM. Em el caso del Ringer sin ea2+, se omite el CaClz y se 

agrega EGTA 200 µM. 

El Ringer se modifica mediante la adición de diferentes fármacos, ya sea para 

provocar la liberación de neurotransmisores o para inhibirla. Para inducir la liberación 

de neurotransmisores el Ringer básico se modifica mediante el empleo de la melilina. 

B) lnl:orpotaCión de la marca radiactiva. 

El neurotransmisor radioactivamente marcado se incorpora a los sinaptosomas 

aprovechando uno de los mecanismos de inactivación de neurotransmisores, que se 

conseivan en los sinaptosomas: la recaptura de alla 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 

exi51a la concenllación adecuada del neurotransmisor, este sea llevado al interior de los 

sinaptosornas y allí se almacene para liberarse posterionnente. La incorporación del 

neurotransmisor ndioaclivamente marcado a los sinaptosomas se lleva a cabo en un 

Ringer Krebs aJll bicarbonato de la siguiente composición: NaCI 127 mM, KH2P04 

l.18 mM, Ka3.73 mM, CaClz l.8 mM, MgS04 l.l8 mM, NaHC0120mM. Esta 

solución conlime O. l mM de ácido arninooxiacétko, cuando se estudia la liberación de 
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c'HJ-OABA, o bien 0.1 mM de pargilina y 0.1 mg/ml de ácido ascórbico (como 

antioxidante) en los experimentos de liberación de C"'HJ-dopamina. Para efectuar el 

cargado se toma una alícuota de los sinaptosomas suspendidos en dextrosa 0.32 M (1 :9) 

y se allade al medio de captación. La preparación anterior se preincuba durante 10 

minutos o mas a 37ºC, al término de los cuales se agrega la cantidad necesaria de una 

mezcla de (3H]-GABA (0.83 µCi) y GABA frío para obtener una concentración final 

de O.S ,.M; o bien de una mezcla de [3H]-dopamina (2 µCi)y dopamina frfa para 

obtener una concentración final de 0.2.S µM. • 
La preparación descrita se incuba a 37° durante 10 minutos. 

C) Liberación de neurotransmisores. 

Una vez que se han cargado los sinaptosomas con el neurotransmisor radioactivo, se 

procede a estudiar la liberación del mismo empleando un sistema de liberación en 

perfusión continua, que se describe a continuación. El sistema de perfusión continua 

que se emplea está compuesto por: Una cámara Swinex rnultiperforada acoplada a un 

reservorio. Sobre la base de la cámara se coloca un filtro de nitrocelulosa Millipore 

con poros de 0.6S µm, cuya función es retener a los sinaptosomas durante la perfusión 

(estos miden aproximadamente 1 µm de diámetro). El Ringer que contiene la 

condición experimental o substancia a probar, se coloca en el reservorio y se hace 

circular a Ira~ de la preparación mediante una bomba peris~tica, a una velocidad de 

O.S mi por minuto. 

La preparación sinaptosomal es peñundida durante un periodo variable de tiempo 

(14 min), de acuerdo a las condiciones que requiera el experimento. El líquido de 

perfusión se ia:oge mediante una tubería de "tygon• terminada en unas agujas, que se 

colocan dentro de unos viales con líquido de centelleo, donde se recoge el medio 

(Friclce, 197S). La radioactividad se cuantifica en un contador Beckman modelo 
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LS7800. La liberación del neurotransmisor se reporta como el porciento de 

ncurotransmilor liberado del neurotransisor total captado por los sinaptosomas. 

, 
3. Determinación de la actividad de PLA2 de membranas de sinaptosomas puros de 

cerebro de Jat6n. 

La actividad de la PLA2 sinaptosomal se mide indirectamente, cuantificando la 

producción de r3HJ·ácido araquidónico de membranas de sinaptosomas puros de 

cerebro de rar&ln. 

El ácido anquidónico radioactivamente marcado se incorpora a la membrana 

sinaptosomal aprovec,hando el sistema de elongación de ácidos grasos de cadena larga 

(Yoshida y Bourre, 1992). La reacción requiere de acetil coenzima A, que permite la 

incorporación del r3HJ·ácido araquidónico a los fosfolfpidos de la membrana 

sinaptosomal (Yoshida y Bourre, 1992). Las membranas de sinaptosomas marcadas 

~ r3HJ-4i:ido araquidónico se usan como fuente de PLA2 y de sustrato para la 

reacción que da lugar a la producción de c3HJ-ácido araquidónico (Strosznajder y 

Samochocki, 1991). 

A) Marcado de los fosfolfpidos membranales con [1H]-ácido araquidónico. 

El marcado de los fosfolípidos membranales se lleva a cabo en un Ringer Krebs 

normal con bicalbonato, de la siguiente composición: NaCI 127 mM, KH#<)4 1.18 

mM, KCI 3.73 mM, CaCl2 l.8 mM, MgS04 1.18 mM, NaHC01 20 mM, y Dextrosa 

11.2 mM. Esta suspensión contiene S mg de proteína sinaptosomal en un volumen de S 

mi (lmg/ml). La preparación anterior se preincuba durante S minutos a 37ºC, al 

tmnino delosaiales se agrega 2.Sl mM de ATP, 10 mM de MgCl2, 0.1 mM deacetil 

coenzima A 0.3 mM de ditiotreitol y 2 mCi de c3HJ·ácido araquidónico. La 

preparacióe cbcrita se incuba a 37ºC durante 40 min, al ~rmino de los cuales se 
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diluye con IS mi de Ringer Krebs que contiene ISO mg de albúmina 54!rica bovina 

(BSA) tibie de dados grasos y se centrifuga a 1000 xg durante 10 min. Este lavado se 

repite con Ringer Krebs sin BSA. El botón de piecipilado resultante se resuspende en 

la cantidad cJe Ringer necesaria para tener la concentrción de proteína sinaptosomal que 

el experimento requiera (Strosznajder y Samochocki, 1991). 

Tabla 1 

t(min) % Acido Araquidónico 

o 2.!3 

1! 3!.48 

30 !8.80 

4! !8.29 

60 4!.06 

lncorporod6n co• respecto al tiempo de [3HJ-Acido Arcu¡uid6nico o los sinaptosomas 
en incllbat:idn. 1ftmpo de incubaci6n en minutos (t). 'Jll Acldo Araquldtlnlco se refiere 
al 'Jll tk la rod/ooaivldad total (ver mttodos) Incorporada a las lfU!mbranas. 

B) Pteparacióo de las membranas de sinaptosomas de cerebro de ratón. 

Para prqiarar membranas a partir de sinaptosomas puros de cerebro de ratón 

previamente casgados con c3HJ-ácido araquidónico se usa el método descrito por 

Bennett (1978). Los sinaptosomas de cerebro de ratón previamente cargados con 

c3HJ-ácido araquidónico se resuspenden en 10 mi de buffer Tris 50 mM, pH 7. 7 y se 

homogenim en un Tissumizer Ultraturrax modelo TR 10 durante 30 segundos a una 

velocidad de 2300 rpm en baño de hielo. El homogenado resultante se centrifuga a 30 

000 xg durante 30 minutos. El sobrenadante se decanta y se resuspende el botón en 

Ringer KidJs con bicarbonato. Este proceso tiene un rendimiento del 64.82 \lli, por lo 

que para facililar la comparación de los resultados de la hidrólisis de c3HJ-ácido 
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amquiddnico de los fosfolípidos de membrana en las gráficas correspondientes se anota 

la cantidad de sinaptosomas col'l'e:lpondiente. 

C) Produccidn de c1HJ·ácido araquidónico. 

Se toman alícuotas de la suspensión de membranas y se colocan en tubos de 

cenlñfuga, se pieincuban durante S min a 37ºC y se les añade la condición 

experimental; entonces se incuban los tubos durante 10 minutos más a 37° C. Cuando 

se e1nplean inhibidores de la PLAz o de la lipoxigenasa, estos esllln presentes desde la 

pteincubación. Una vez que se han incubado los sinaptosomas se separa el 

90bmiadante centrifugando durante ·30 minutos a 30 000 xg. Se decanta el 

sobraiadante de cada tubo y se loma una alícuota de SOO µI, que se coloca en un vial 

con S mi de tril0501 para contar la radioactividad liberada. Con el objeto de cuantificar 

la fraccic!n del [1H]-ácido araquidónico que se libera, se resuspende el botón de 

precipitado en un volumen final de 1 mi, se toman SOO µI, que se coloca en un vial con 

S mi de líquido de centelleo para co!ltar la radioactividad remanenete. El remanente se 

usa pan deteiminar proteínas por el método de Lowry (1951). El resultado se expresa 

como el pon:aitaje de c3HJ-ácido araquidónico liberado por mg de proteína. 

4) Delenninacidn de proteínas. 

La prote(na sinaptosomal se ctJantifica por el método de Lowry (Lowry y 

col.,1951). Este método se basa en la reducción de los enlaces disulfuro de las 

protelnu con euz+ en medio básico, para formar después un complejo colorido con el 

reactivo de Folín. Brevemente, se toman alícuotas de 100 µI de los sinaptosomas 

resuspmdidos en Ringer, en agua o en dextrosa 0.32M. A cada tubo se le añade 1 mi 

de ractivoalcalino (NaOH O.IN, tartrato de sodio al 0.02%, cuso., al 0.01 %) se 

qita y 1e deja proceder la reacción por espacio de 10 min, luego se agregan 100 µI de 

tai:tivo de FoliD 2 N (Sigma) a cada tubo. Se incuba a temperatura ambiente por 30 
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min mas y se lee en un espectrofotdmetro a 6<JO nm (Beckman modelo DU7). La 

lectura se interpola en una curva estándar de BSA cuyo rango abarca de 20 a 200 µg. 

La determinación se hace por triplicado. 

S. Detcnninacidn de deshidrogenasa láctica. 

Para constatar la integridad de los sinaptosomas se determinó la salida al medio 

extemo del marcador citoplásmico deshidrogenasa Uctica (DHL), después de 2 minutos 

de incubación ya sea en condiciones control o con varios tratamientos. La actividad de 

la enzima se cuantificó mediante una modificación del método que reportan Clark y 

Nicldas (1970). Esta es una técnica espectrofotométrica basada en la reducción del 

piruvato a lactato por la DHL, con oxidación de NADH a NAO+, en la que se sigue la 

desaparición de NADH durante 10 min a 340 nm. 

La técnica para la determinación de la actividad de DHL es, la siguiente: Una vez 

que se ha determinado la concentración de proteína en los sinaptosomas resuspendidos 

en dextrosa 0.32 M, estos se diluyen con Ringer para ajustar la concentración de 

proteínas a lo requerido por el ensayo. Se colocan SOO µI de sinaptosomas diluidos en 

un tubo ependorff, se preincuban durante 10 min, y ~· agregan los fármacos que dan la 

condición eaperimcnlal deseada. Estos tubos se incuban por 2 min más y entonces se 

separa el sobrenadante centrifugando durante S min a 14700 rpm. El sobrenadante se 

decanta y el pellet se resuspende en agua. La actividad de DHL se determina en el 

sobrenadante y se cuantifican proteínas en el pellet por el método de Lowry. 

La actividad de la DHL se determina en 100 µI de sobrenadante, que se ailaden a 

una mezcla de reacción consistente en 3 mi de buffer de fosfatos SO mM, pH 7.S, 300 

µm de piruvaro de sodio y 170 µM de NADH. La reacción se sigue durante 10 min a 

340 nm en un espectrofotómelro Beckman modelo DU-7. La actividad de la DHL en 

el sobrenadante se eapresa como nM/mg de proteína sinaptosomal. 
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6. Tnlllniento estadístico de los datos. 

Los resultados obtenidos se evaluaron estadísticamente mediante la prueba de t de 

Student, considcnlndose significativas (•) las diferencias entre los datos en las que P < 

O.OS.· 

V. RESULTADOS 

t. F.redas ·11e la meUtlna sobre los slnaptosomas. 

(A) Efecto de la melitina sobre la liberacidn de neurotransmisores. Se ha 

reportado que la melitina estimula la actividad secretoria de diversos tipos de células 

endócrinas, provocando un aumento en la liberación de hormonas y péptidos (Metz, 

1986; Gandison, 1984; Kneppel y Gerhards,1987). Con el objeto de explorar si la 

melitina es capaz de provocar Ja liberación de neurotransmisores de sinaptosomas en 

perfusión continua, se exploró su acción sobre la liberación de GABA de sinaptosomas 

purificados del cerebro completo del ratón. La Fig, 1 muestra que la melitina a 

concentnciones crecientes (rango de 0.1 a 10 µM) aumenta la liberación de c1HJ­
GABA de manera dosis dependiente. La dosis efectiva media (ED50) calculada es de 

1.37 µM. 
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Fig. l. E~ de mneentraciones credentes de melitina sobre la liberaclón 
bJ¡Sal de f H)-GABA. (A) Los sinaptosomas puros de cerebro de ratón cargados con 
FHJ-GA.BA.flleron pelfUndldos con R/nger nomral. Donde se indica (flecha), el Ringer 
conrenla melitina 0.1 ( ), 0.3 ( ), J (o), 3 ( ) 7 ( ) y JO (o) µM, (B) El valor de DE50 
(1.37,..M) se calcu/6 a panir de la respuesta (en % de la radioactividad total) 
ac111m1lada en 7 min. Los datos presentados son la media ± el error estándar de 5 
experimentos independientes. (429 ± 72 µg de protefna sinaptosomal sobre los 
filtros). 

El efecto de la mclitina también se exploró sobre la liberación basal de [3H]­

dopamina de sinaplOsomas (Pa) obtenidos del estriado de la rata. En la Fig. 2 se 

muestta el incn:menlO que producen conccnttaciones crecientes (rango de 0.3 a 10 µM) 

de melitina IObre la hl>eración de c"HJ-<topamina. Aunque la melitina es menos 

eficiente para estimular la liberación de este neurottansmisor que para estimular la 

liberación de c3HJ-GABA, también se observa un efecto dependiente de dosis en esta 

respuesta. 
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Flg. 2. E5ecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la liberación 
IJaSal de [ H]-dopamina. (AJ Los sinaptosomos P2 de estriado de rara cargados 
con f'HJ-dopamina se peljiuulieron con Rlnger normal. Donde se indica (flecha), el 
Ringer con1enla melitina O.J ( ), 1 ( ), J (o) y 10 (o) µM. (B) Las barras son la 
mpuesta (en " de la radioactividad total) acwnulada en 7 mln. Los daros 
pmentados son la media ± el e"or tstándar de 5 experimentos independien1es. (1J88 
± 36 pg de protelna sinaptosomal sobre los filtros). 

(B} Efecto de la melitlna sobre la producción de ácido araquidónico de 

membranas de sinaptosomas de cerebro de rmón. Como por un lado, estudios 

anterioteS han relacionado la activación de por lo menos una PLA2 con la liberación de 

neurotransmisoteS (Baba y col, 1986; Moskowitz, 1983) y, por otro lado la melitina ha 

sido c:aracicrizada como un polipéptido estimulador de la actividad de PLA2; 

decidimos explorar el posible efecto de la melitina sobre la actividad de esta enzima. 

Pala ello estudiamos el efecto de la melitina sobre la producción de ácido araquidónico 

en membtallaS de sinaptosomas puros de cerd>ro de ratón, ya que el ácido 

araquidónico, junto con su lisoderivado (1-acilfosfoglicc!rido), resulta de la acción de 

estl enzima sobre los fosfolfpidos membranales. Además, la hidrólisis del ácido 

araquidónico radioactivo previamente incorporado a las membranas y su concomitante 
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aparic:idn en eJ medio donde tstas se encuentran suspendidas se ha utiliz:ado con 

anlerioridld para estimar la actividad de PLA2 incluso en sinaptosomas (Sttosmajder y 

Samoc:hoc:ki, 11191). 

La Fig. 3 muestra el Incremento progresivo que producen concentraciones 

crecientes (0.3, 1 y 10 µM) de melitina en la producción de r3HJ-ácido araquiddnico 

previamente incorporado a 322 ± 81 µg de membranas sinaptosomales (497 ± 125 µg 

de proldna sinai*lsomal). 
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fj~ 3 Erecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la hidrólisis de 
[ H)-licido 11111quidónico. ~ membranas preparadas de los sinaptosomas puros de 
cerrbro th "11411 cargadas con f HJ-ácido araqufd6nico, se 1ra1aron con melitina 0.3, 
J y JO ¡i.M dlurlNe JO min. Los dDlos presentados son la media ± el error estándar de 
4 experimeNM independientes. 

(C) Efeao tk la melitina sobre la salida de DHL de los sinaptosomas. La 

melitina, como polipéptido antipático, independientemente de las características 

bioquímicas que le permiten activar a la PLA2, posee la capacidad de provocar la lisis 

de ~ulu '1 oipnelos celulares mediante mecanismos fisicoquímicos que todavía no 

han sido bien elllblecidos (Dempsey y Butler, 1992). Con el objeto de averiguar si la 
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melilina estaba dañando a la membrana de los sinaptosomas, se exploró su efecto sobre 

la salida de la deshidrogenasa láctica (DHL), ya que esta enzima es un marcador 

citoplbmico por su ubicación selectiva en el citoplasma de las células. Lll Fig. 4 

muestra que cuando se exponen los sinaptosomas (366 ± 24 µg) suspendidos en buffer 

a concentraciones crecientes de melitina, la aclividad de la enzima en el medio (SN) no 

se Incrementa significalivamente a las concentraciones de 0.3 y 1 µM, pero aumenta de 

manera pronunciada a la concentración alta (10 µM) de melilina . 
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Fig. 4 Erecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la salida de 
DHL de sinaptosomas. los sinaptosomos puros de cerebro de ratón u traJaron con 
melitina 0.3, I y JO µM dura111e 2 min. Los datos preseniodos son la media ± el error 
estándar~ J txperimentos independiemes. 

:z. DUuclón de la melitlna en las membranas. 

(A) Efecto de la concemraci6n de melitina en la membrana de los sinaptosomas 

sobre la liberación de neurotra11Smisores. Si analiz.amos el efecto de la melilina 

sobre la liberación de los neurotransmisores GABA y dopamina (Figs. 1 y 2), es 
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evidente que la toxina es mas eficiente para provocar Ja liberación de c'HJ-GABA de 

los sinaptosomas del cerebro de ratón que la liberación de c'HJ-dopamina de la fracción 

sinaptosomal cruda del estriado de la rata. Como la melitina es un poli~tido 

anfipltico 'invasor' de Ja membrana y en los experimentos de liberación de 

neurotransmisores en sinaptosomas de estriado de rata se empleó una cantidad mayor de 
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Flg. !. ESecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la liberación 
hUal de f 11)-GABA de sinaptosomas de estriado de rata. (AJ Los 
sinaplosomas (P2) cargados con f' H]-GABAjüeron peifundidos con Ringer normal. 
Doñde se indica (flecha) el Ringer comenta melilina, 0.3 ( ), 1 ( ), 3 (o) y JO (o) µM. 
(B) Las barras son la IY!Spuesta (en % de la radioactividad total) acumulada en 7 min. 
Los dalos presentados son la media ± el error estándar de 5 experimentos 
independientes. (1037 ± 250 µg de sinaptosomas sobl'f! los filtros). 

proteína sinaptosomal que en los experimentos realiz.ados con sinaptosomas puros de 

cerebro de ratón, a saber 1000 versus 400 µg, decidimos explorar si la diferencia en 

eficiencia estaba relacionada con Ja cantidad de proteína sinaptosomal empleada. Para 

este propósito, estudiamos el efecto de concentraciones crecientes de melitina sobre la 

liberación de [1H]-OABA de Ja fracción sinaptosomal cruda del estriado de Ja rata, 
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aprovechando la presencia de terminales gabiu!rgicas provenientes de las intemeuronas 

en esla región. La Fig. S muestra que, la melitina es menos eficiente para incrementar 

la libenlcidn de c3HJ-GABA de sinaptosomas Pz de estriado • 
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~.36. Efecto de cantidades crecientes de sinaptosomas sobre la liberación 
de [ 11)-GABA inducida por una concentración constante de melitina. Se 
pelfiuldieron canridades cTtcientes de sinaptosomas puros de ceTtbro de ratón cargados 
con FHJ-GABA (435, 857 y 1350 µg de protefna sinaptosomal) con Ringer nomuil. 
Donde se Indica (flecha), el Ringer nonna/ contenta melitina 1 p.M. Se presenta un 
experimento representativo de 3 experimentos independientes. 

Para explorar directamente si la eficacia de la melitina es inversamente proporcional 

a la cantidad de protefna sinaptosomal empleada (como lo sugieren los datos de la Fig. 

S), expusimos cantidades crecientes de sinaptosomas a una concentración constante (1 

µM} de melitina y estudiamos la eficacia de ésta para aumentar la liberación de c3HJ­

OABA de sinaptosomas de cerebro de ratón. 

La Fig. 6 muestra que la misma concentración de melitina es menos eficaz para 

aumenlar la liberación 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 Jos cambios en las respuestas inversamente proprocionales en dpms 

liberadas y en porcentaje de la radioactividad total que produce la concentración 

constante de melitina (1 µM) cuando se expone a cantidades crecientes de 

sinapl09omas. En esta tabla se puede apreciar claramente que la mayor eficacia de la 

melitina para liberar al neurotransmisor se obtiene con la menor cantidad de 

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

(1305 µg). 

Tabla U 

µgPS dpm/mg 

435 3615!) 

870 29567 

1305 17835 

~ Total (1 a 8) 

55.66 

33.26 

20.07 

E/teto de la melilina 1 µM sobn la Uberaci6n de t3 HJ-GABA tte cantidades 
encknltll de protdno sinaptosomal (PS). dpmlmg se refiere al t' HJ liberado durante 8 
mln por la MLT 1 pM por mg de prorelna slnaplosorna/ (PSJ. '}i; To1al se refiere al '}¡; de la 
radioactividad 101al (ver mllodos) liberada en 8 mln. 

(B) Efecto de la concentración de melitina en la membrana de los sinaptosomas 

sobre la hidrólisis de dcido araquidónico. Para explorar si la eficacia de la melitina 

para hidrolizar al !1HJ-ácido araquiddnico de las membranas obtenidas de los 

sinaptosomás previamente marcados con el ácido radioactivo también dependia de la 

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

membranas de sinaptosomas a una concentración constante de melitina. 

La Fig. 7 muestra que la melitina a la concentración de JO µMes menos eficaz para 

hidrolil.al' al [1H]-Acldo araquiddnico a medida que se incrementa la cantidad de 
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membranas sinaptosomales. Aunque de manera menos pronunciada, esta relación 

inversamente proporcional de la melitina para hidrolizar al c1HJ-ácido araquidónico con 

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

emplea la melilina a la concentración de 1 pM (Fig. 7). 
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Fig. 7. Erecto de cantidades crecientes de sinapto§Omas sobre la hidrólisis 
de dcido araquldónico inducida por melitina. El f' HJ-ácido araquidónico 
hidrolilJldo de cOlllidades crecienres de membranas por la melitina a una concenrración 
consranre (10 p.M en A o 1 p.M en B) se cuantificó duranre 10 min. Los daros 
presenrados son la media ± el error estdndar de 4 experimentos independienres. 

En la Tabla lll se ejemplifica numéricamente este fenómeno para la concentración 

alta (10 pM) de melitina. Nótese que las diferencias en las respuestas son mas 

aparentes cuando se emplean cantidades menores de sinaptosomas. 
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Tablam 

11GPS 11&PM dpm/mg 

333 216 3113!1 

41!1 272 1!11132 

467 303 120U 

672 407 !15!17 

811 526 !1401 

q,ao de la •llilina 10 ,.M sobn la producci4n de PHJ-dc'!,o lll'IUJUid6nko de 
ciurlltla411 cndl.t11 de sinaptosomas. dpmlmg se refiere al f H) liberado durante 2 mln 
por la MLT 10 ¡iJI por mg de protelna membranal (PMJ. PS es la cantidad de slnaptosomas 
en la que estd COllltnJda la cantidad de protefna membranal expUl!sta a la accldn de la MLT 
expresada como /Al de protefna slnaptosomal. 

(C) Efecto de la concentración de melitina en la membrana de los sinaptosomas 

sobre la salida de DHL. Como tanto la liberación de n • .1rotransmisores en perfusión 

continua (Fig.6) como la producción de ácido araquidónico (Fig. 7) dependen de la 

cantidad de proteína presente en el experimento, decidimos explorar si la capacidad de 

la melitina para producir lisis también era inversamente proporcional a la cantidad de 

sinaptosomas espucstos a la toxina. Para ello medimos la salida de DHL que inducen 

cantidades conSlalltes de melitina cuando se exponen a cantidades crecientes de 

sinaptosomas en suspensión. La Fig. 8 muestra que cuando se exponen cantidades de 

sinaptosomu menores a 250 µg/ml, aún la concentración más 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 µM no causa daño celular, a juzgar 

por la falta de salida de DHL, cuando se expone a cantidades mayores de tejido. La 

concentraci6a 1 PI de melitina induce una salida significativa de DHL solamente 
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cuando se expone a cantidades de sinaptosomas menores a SOO ¡¡g/ml. Mientras que a 

la concent11ción elevada (IO ¡¡M), Ja melitina causa una salida significativa de DHL 

aún cuando se expone a cantidades elevadas de sinaptosomas (i.e. 2000 ¡¡g/ml). No 

obstante, tambim a la concentración elevada de melilina (IO ¡¡M) la salida de DHL 

disminuye a medida que se aumenta la cantidad de sinaptosomas . 
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Fla. 8. Erecto de cantidades crecientes de sinaptosomas sobre la salida de 
DBL inducida por melitina. La salida de DHL de canlidades crecie111es de 
s/naptosomas (rango 54 a 2048 ¡¡glml) expuestas a la melitina (0.3, 1 y JO ¡¡M) se 
estim6 durante 2 mi11. Se prese111a un experime1110 represen/Olivo por cuadruplicado. 

3. Dependencia de Ca2 + en los erectos de la mellcina. 

(A) Depellde11eia de ea2+ para la /iberaci6n de FHJ-GABA Con el objeto de 

explorar la dependencia de ca2+ de la melitina para estimulas la liberación de 

neurotransmison:s de los sinaptosomas, se estudió el efecto de concentraciones 

crecientes de mclitiria sobre la liberación basal de [1H]-GABA de sinaptosomas puros 
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de cerebro de ratón en ausencia y en presencia de ea2+ externo. La Fig. 8 muestra 

que cuando Jos sinaptosomas se perfunden con un Ringer sin Ca2+ (EGTA 200 µM), a 

las concentraciones de 0.3 y 1 µM la melitina es menos efectiva para estimular la 

liberación del transmisor. Este efecto de facilitación de Ja liberación en presencia de 

ea2+ no se observa a la concentración elevada (10 µM) de rnelitina, que incluso 

produce una salida mas rápida del neurotransmisor en ausencia de ea2+ externo. 
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Fi&·3'· Efecto de concentraciones crecientes de !~itina sobre la liberación 
de [ 11)-GABA en presencia l. en ausencia de Ca • Los sinaprosomas puros de 
ctnbro tk rat6n cargados cpn f HJ-GABA fueron ptrfundidos con Ringer normal con 
(CALCIO) y sin (EGTA) ccr+. Donde se indica (flecha), el Ringer nonnal comenta 
melilina tn conce111raciones de 0.1 ( ), 0.3 ( ), J (o)..Y. JO (o)p.M. En las barras se 
ilustra lafacillracilln que produce la presencia de ar'+- tn la res¡uesra a la melirina J 
p.M. ú caNidad tk sinaptosomas para los experi~111os con Ca +ful de 429 ± 72 
pg y de 401 ± 67 µg para los txperime111os sin Ca'+. Los datos prestnrados son la 
media ± el error tstdndar de 5 txperimenros independienres. 

(B) Dt¡Hiule•cia. ea2+ para la hidrolisis dt FHJ-ácido araquid6nico. Como se 

ha R¡K>nado que la melitina no estimula indiscriminadamente la actividad de todas las 

fosfolipasas Az (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 se ha reportado la existencia de actividad de 

PLA2, caz+ independiente (Pierik y col.,1988; Rodorofy col.,1991), lambién 

multaba relevante explorar la dependencia de ea2+ de la melitina para hidrolizar al 

llcido araquidónico. La Fig. JO muestra que a diferencia del incremento progresivo que 

producen las concentraciones crecientes de melitina para hidrolii.ar al c3HJ ácido 

araquidónico preincol]lOrado a las membranas de sinaplOsomas en presencia de ea2+, 

cuando este catión es" ausente, la melitina es incapaz de aumentar significativamente la 

hidrólisis del ácido, incluso a la concentración elevada (10 µM). Esto sugiere que el 

llcido araquidónico que se hidroliu por efecto de la melitina involucra la activación de 

una PLA2 membrana! dependiente de ea2+ . 

CALCIO • EGTA 
E 12 

o 
CI 

9 • "' ... 
m· 
::; 6 
• • 1 

3 :e .., 

o 0.3 1 10 o 0.3 1 10 

[MLT] (µM) 

Y11. 10. Efecto de la melitina so~ la hitln!lisis de [3HJ·ácldo araquiddnico 
en presencia y en ausencia de Ca • El t'HJ-dcido araquidónico hidrolil.Odo de 
las membranas de slnaptosomas marcadas con eJ dcido radioactivo por la melitina 
(O.J, I y JO µM) e11 prrsencia y ausencia de Ca + se estimó durante JO min. La 
caNldad de protelna slnaptosomal ful de .322 ± 81 µglml (equivalente a 4J16 ± 125 
µg/ml de protelna slnaptosomal) para los experimentos en presencia de c.r+ y de 285 
± 24 µglmJ ( tf/llÍWllente a 4.39 ..t J7 µglml de protelna sinaptosomal) para los 
upttlflllNtJI 111 llllJl/IC/a dt Ca'.... Los datos p11stntado11011 la mtdla ± ti mor 
est6ndar de 4 experimentos independientes. 
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(C) Dependencia de ca2+ para la salida de DHL de los sinaptosomas. Como 

por una parte se ha sugerido que el ea2+ asf como el dcido araquidónico estmi 

involucrados en los mecanismos de daño celular (Nicotera y col. 1992) y por otra en el 

presente estudio encontramos que tanto la activación de la PLA2 de membranas de 

sinaptosomas como la lisis de los sinaptosomas Ouzgada a partir de la salida de DHL), 

dependen: (1) de la concentración de melitina en el Ringer y (2) de la cantidad de 

sinaptosomas, era importante determinar la posible dependencia de ea2+ de la melitina 

para inducir salida de DHL. Para este propósito se comparó la salida de DHL causada 

por concenbaciones crecientes de melitina (0.3, 1 y 10 µM) de aproximadamente 360 

µglml de sinaptosomas en ausencia y en presencia de ea2+. La Fig. 11 muestra que 

con la cantidad de sinaptosomas empleados, llnicamente la concentración elevada (JO 

µM) de melitina incrementa la salida de DHL de manera significativa y que este efecto 

se presenta adn en ausencia de ea2+ en el medio de incubación . 
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Flg. 11. Efecto.!f_e la melitlna sobre la salida de DIU.. en presencia y en 
ausencia de Ca"' • La salida de DHL de los ¡inoptosomas inducida por la melitina 
(0.3, 1y10 pM) en presencia y ausencia de Ca + extenw se estim6 du[<!llle JO min. 
La canildad de 1inop1osomas para los experimentos en presencia de or+ JiJé de 366 
± 24 µglml yde 354 ± 31 µglmlpara los experimentos en ausencia de or+. Los 
datos presentados son la media ± el error esttindar de 4 experimentos independientes. 
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4. Efecto del BPB sobre la liberación de ¡311)-GABA, la producción de ácido 

araqulddnlco y la salida de DHL Inducidas por melilfna. Se ha reportado que la 

melitina estimula selectivamente a algunas PLA2 (Argiolas y Pisano, 1986). El BPB, 

inhibe a la PLA2 tipo 1, uniéndose selectivamente a la histidina 48 del sitio activo de la 

enzima (lnoue y Matsui, i990). Para explorar si la liberación de c3HJ-GABA que 

i~duce la melitina bajo las condiciones que no estimulan la salida de DHL y que se 

facilita en presencia de ea2+. dependía de la activación de alguna de las fosfolipasas 

sensibles a BPB, se expuso una cantidad elevada de sinaptosomas (725 µg) a la 

concentración de melitina 1 µM en ausencia y en presencia de BPB. La Fig. 12 

muestra que el BPB disminuye significativamente la liberación de c3HJ-GABA inducida 

por la melitina en presencia de Ca2+. El BPB también diminuye la liberación de r3HJ 
ácido araquidónico preincorporado a las membranas de sinaptosomas (274 µg) con 

melitina 1 µM en presencia de Ca2+ y no modifica significativamente la salida de DHL 

estimulada también con MLT 1 µM de 400 µg de sinaptosomas. Estos resultados 

sugieren que la MLT estimula la activación de una PLA2 tal vez de tipo 11de14 KDa, 

pero que su activación no está involucrada en el daño causado a los sinaptosomas por la 

MLT. 
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Fig. 12. Efecto de BPB sobre la liberación de f HJ-GABA, la produccin de dcido 
araquid6nlco y la salida de DHL inducida por melitina. Los sinaprosomas puros de 
cerebro de rat6n (725 ± 80 µg) se expusieron a la melitina 1 µM en ausenc~ (barras 
obscuras) y en presencia (barra lisiada) de BPB JO µM durante 2 min. El l H]-GABA 
liberado se expresa en % de la radioacrividad rora/ liberada en 2 min. El f HJ-M 
liberado se expresa en % de la radioacrividad rora/ liberada en JO min. La DHL 
liberada se expresa en nM/mg de prorefna sinaprosomal liberada en 2 min. Los datos 
presentados son la media ± el error esrdndar de 4 experimentos independientes. 
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DISCUSION 

Para caracteriz.ar los efectos de las dosis creciences (0.3, 1 y 10 µM) de melitina 

sobre los procesos de secreción en general, en este trabajo se estudiaron las alteracione:; 

que produce esta toxina sobre la liberación de neurotransmisores en sinaptosomas, pues 

los sinaptosomas son un buen modelo de secreción, ya que la obtención de esta 

preparación representa la disección de la maquinaria bioquímica para la liberación de 

los neurotransmisores. 

Los datos presentados en esta tesis muestran que la melitina aumenta la liberación 

de neurotransmisores de sinaptosomas de manera dependiente de dosis. La DE50 de la 

melitina para aumentar la liberación de c3HJ-GABA de sinaptosomas puros de cerebro 

de ratón que encontramos es de 1.37 µM, igual a la previamente reportada para 

aumentar la secreción de insulina de islotes de l.angerhans por Morgan y colaboradores 

(1985). Dentro del mismo rango de concentraciones también se ha encontrado que la 

melitina aumenta la secreción 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 

la liberación de transmisores no solo depende de la concentración de la toxina añadida 

en el medio que baña a la preparación sino de la cantidad de melitina que alcanza la 

membrana de los sinaptosomas. Este hallazgo no es sorprendente si consideramos que 

por sus características de polipéptido antipático básico, la molécula de melitina debe 

introducirse en las membranas biológicas. Como el factor de dilución de la melitina en 

membranas nunca ha sido considerado para la determinación de las DE50 de la melitina 

sobre la secreción de péptidos, hormonas y neurotransmisores, es muy posible que en la 

mayoría de los casos las DE50 sean un reflejo de un doble efecto (ver mas adelante) de 

la rnelitina sobre los procesos de secreción. 

61 



Para explorar los mecanismos que subyacen a los aumentos que producen las 

concentraciones crecientes de melitina sobre la liberación de neurotransmisores, como 

modelo de secreción, comenzamos por analizar los efectos de concentraciones 

ctecientes de melitina sobre los dos fenómenos que podrían estar involucradas en sus 

efectos secretorios: (1). activación de PLA2, mediante la cuantificación de la 

producción de ácido araquidónico, uno de los principales productos de la acción de la 

enzima sobre los fosfoltpidos membranales y (2). daño a la membrana celular, 

mediante la detección de la salida del marcador citoplásmico, DHL. 

La actividad de PLA2 se ha encontrado en neuronas (Woelk y col.,1978), en 

sinaptosomas (Bradford y col.,1983) en membranas sinaptosomales (Baba y col.,1986) 

y en vesículas sinápticas (Moskowitz y col., 1983). Estos hallazgos aunados a la 

producción de ácidos grasos libres, especialmente el ácido araquidónico endógeno tras 

la despolarización de las terminales nerviosas (Bradford y col.,1983; Majewska y Sun, 

1982; Asakura y Matsuda, 1984), son consistentes con la participación de la PLA2 en 

los procesos de liberación de neurotransmisores. Nuestro hallazgo de que la melitina 

aumenta de manera dependiente de dosis la hidrólisis del ácido araquidónico radioactivo 

previamente incorporado a las membranas de los sinaptosomas, también podría sugerir 

la participación de alguna PLA2 en el aumento que produce la melitina sobre la 

secreción de neurotransmisores. Sin embargo, en este trabajo también encontramos que 

la melitina aumenta la salida de DHL bajo ciertas condiciones experimentales. Por 

ejemplo, Ja salida de DHL solamente aumenta significativamente cuando se exponen 

350 µg de proteína sinaptosomal a la concentración alta (10 µM) de la melilina (Fig. 

4). Esto indica que Ja liberación de GABA inducida por JO µM de melitina de 

cantidades semejantes de sinaptosomas (400 µg de proteína sinaptosomal, Fig. 9) muy 

probablemente se deba al daño celular que produce Ja toxina a esta concentración. En 

cambio, cuando una cantidad semejante de sinaptosomas (350 µg de protéina 

sinaptosomal) se expone a las concentraciones mas bajas (0.3 y 1 µM) de melitina, Ja 
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presencia de la toxina no induce la salida del marcador citoplásmico (Fig. 4). Esto 

sugiere que la liberación del neurotransmisor que induce la melitina a las 

concentraciones ';>ajas no se debe a dailo celular sino que probablemente implica a otro 

mecanismo. 

Los resultados de este estudio indican claramente que la concentración efectiva de 

melitina para causar: liberación de neurotransmisores, actividad de PLAz o daño 

celular, no es la concentración que se añade al medio que baña al tejido, sino la que 

alcanza Ja toxina en la fracción membrana! del mismo, aunque en este trabajo no se 

cuantificó la concentración membrana! de la toxina. Este factor de "dilución • de la 

melitina en la membrana que por primera vez se reporta en este estudio, muy 

posiblemente ha complicado el uso de la melitina como "herramiente experimental" en 

estudios anteriores y debe dar cuenta de las controversias que aparecen en la literatura 

en relación con la dependencia de ea2+ o a la incapacidad de observar inhibición 

farmacológica por algunos autores, particularmente cuando se intentan estudiar los 

efectos de la melitina en procesos de secreción. 

Al explorar la dependencia de ea2+ en los efectos causados por la melitina, 

encontramos que tanto la hidrólisis de ácido araquidónico como la liberación 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 la melitina a la concentración elevada es, en cambio, independiente de la 

presencia de ea2+. Esto sugiere que los efectos de la melitina promovidos por la 

activación de una PLAz, aparentemente dependiente de Ca2+, y cuya activación 

posiblemente subyace al componente dependiente de Ca2+ de la liberación de GABA 

inducido por melitina, no están mediados por el mismo proceso que causa el daño 

celular. También es improbable que el efecto lítico que produce la melitina a la 

concentracidn de IO µM (o que producen las concentraciones menores de melitina 

cuando se aponen a cantidades bajas de sinaptosomas, ver Fig. 8) esté relacionado con 
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una aumento tal en la actividad de la PLA2 dependiente de Ca2+ que cause la lisis de 

los sinaptosomas, pues la salida de DHL que promueve la melitina a la concentración 

elevada no depende de ea2+, mientras que el aumento progresivo de la hidrólisis de 

Kido lllQUiddnico que inducen las concentraciones crecientes de melitina solamente se 

observa en presencia de Ca2+. 

Nuestro hallazgo de que en ausencia de Ca2 + externo, la melitina, ni a la 

conccntracidn de 10 µM aumente significativamente la producción de [3H]-ácido 

araquiddnico (Fig. 10) indica que la ruptura de la membrana no se debe a que la 

actividad de alguna PLA2 esté aumentada al grado de llegar a ser lítica, sino a otro 

mecanismo, posiblemente relacionado con las características líticas de la melitina 

descritas por Dempsey (1990). En cambio, la liberación de c'HJ-GABA que inducen 

las concentraciones bajas (0.3 y 1 µM) de melitina cuando se exponen 400 µg de tejido 

sinaptosomal y que se facilita en presencia de Ca2+ externo (Fig. 9), sí parece deberse 

a la activación de una PLA2, membrana!, dependiente de Ca2+, pues es sensible al 

BPB, que es un inhibidor selectivo de la PLA2 tipo 1 y parcial de la PLA2 tipo 11 de 14 

KDa. 

Como se ha demostrado que la melitina es capaz de activar directamente a diversos 

tipos de fosfolipasas A2 (Argiolas y Pisano, 1986), ésta ha sido ampliamente usada para 

explorar la participación de la PLA2 en procesos de secreción de diversos péptidos y 

hormonas como activador putativo de la PLA2 (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 la melitina, esta toxina puede ser empleada como herramienta 

experimental para estudiar la participación de la PLA2 en algunas respuestas celulares. 

AsímiJmo, los hallazgos de este estudio deben ser considerados cuando se pretenda usar 

a la toxina como causante de daño celular. 
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Dlscusldn del método para la cuantlflcacldn de la actividad de la PLAz. 

La acvtividad de la PLA2 de los sinaptosomas se detenninó mediante una variación 

del método reportado por Strosznajder y Samochocki (1991). En el método empleado 

en este trabajo el c3HJ·ácido araquidónico se incorpora a los sinaptosomas 

aprovechando el mecanismo de elongación de ácidos grasos de cadena larga, que 

requiere de A TP, Acetil coenzima A y Mg2+ y que depende de tiempo. El uso del 

mecanismo de elongación de ácidos grasos para incorporar al c3HJ·ácido araquidónico 

garantiz.a una verdadera introducción química del mismo a la membrana de los 

sinaptosomas. 

Para eliminar al [1H]-ácido araquidónico unido inespecíficmente por atracción 

electrostática a la superficie de las membranas celulares, los sinaptosomas se lavaron 

con BSA libre de ácidos grasos una vez concluida la incorporación de la marca 

radioactiva. Como la BSA quela ávidamente a los ácidos grasos libres (Strosznajder y 

Samochocki, 1991), con este tratamiento se garantiza que el c3HJ·ácido araquidónico 

unido inespecíficmente por atracción electrostática a la superficie de las membranas 

celulares, no interfiera en la cuantificación del c3HJ-ácido araquidónico preincorporado 

a las membranas y liberado posteriormente por acción de la melitina. Además 

cualquier efecto inespecífico en la liberación basal de [3H]-ácido araquidónico se 

detectaría en el control pero no explicaría los aumentos en la producción de c3HJ-ácido 

araquidónico que induce la melitina de manera dosis dependiente (Fig. 3). 

Aunque en este trabajo no se estudió a qué tipo de fosfolípido de la membrana de 

los sinaptosomas de cerebro de ratón se incorpora preferencialmente el c3HJ·ácido 

araquidónico, en un estudio previo Strosznajder y Samochocki (1991) reportaron que el 

c'HJ-ácido araquidónico se incorpora a los fosfolípidos de sinaptosomas crudos de 

corteza cerebral de rata, en el siguiente orden: fosfatidil inositol > lípidos neutros> 
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fosf'alidil colina> ácido fosfatfdico > polifosfatidil inositol > fosfatidiletanolamina > 

fosf'alidil saina. 

Una manera de explorar qué tipo (o tipos) de PLA2 es estimulada por la melitina en 

los sinaptosomas de cerebro de ratón seña detenninando la fuente del [1H]-ácido 

araquid6nico liberado por acción de la melitina. Aunque nosotros no identificamos la 

fuente de los fosfollpidos preferencialmente hidrolizados por acción de la melitina en 

los sinaptosomas de cerebro de ratón, se sabe que en sinaptosomas de cortem cerebral 

de rata, el SO% del c1HJ-ácido araquidónico liberado por la simple presencia de Ca2+ 2 

mM proviene del ácido fosfatfdico y el 409' del poli fosfatidil inositol (Strosznajder y 

Samochocki, 1991). Como estos fosfolípidos son sustratos preferenciales de la PLA2 

de 14 KDa y la actividad de esra enzima se facilita en presencia de ea2+ y es sensible a 

BPB, es muy probable que cuando nienos la liberación de GABA dependiente de ea2+ 

y sensible a BPB, esté mediada por una PLA del tipo n de 14 KDa, que mediante la 

activación de algún otro tipo de fosfolipasa A2. Es improbable que la PLA2 del tipo 

IV, cuyo sustrato principal es foforilcolina, esté involucrada en la liberación de GABA 

dependiente de ea2+, sensible a BPB, inducida por melitina, pues ese fármaco no 

inhibe a las fosfolipasas de 85 KDa como la PLA 2 del tipo IV y la actividad de esra 

enzima es independiente de ea2+ (Mayer y Marshall, 1993). 

Probable meamismo de acción. 

Es importante hacer notar que en este estudio no se identificaron individualmente 

cada uno de los compuestos radioactivos a los que colectivamente llamamos [-'H]-ácido 

araquidónico. Así, estricramente debimos hablar de [-'H]-eicosanos producidos por la 

melitina en vez de [-'H]-ácido araquidónico producido por la melitina. Sin embargo 

como la producción de los merabolitos del [3H]-ácido araquidónico requiere de la 

producción previa del mismo por accjón de la PLA2. y nuestro objetivo era estudiar si • ., , ''"-"" 

la activación de esra enzima por melitina subyacia a sus efectos sobre la liberación de 
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neurotransmisores, decidimos referimos a liberación de c3HJ-ácido araquidónico. No 

obstante es imponante considerar la probable imponancia relativa de cada uno de los 

eicosanos en el proceso de la liberación de los diferentes neurotransmisores. 

Hay evidencia de que la producción de ácido araquidónico o de alguno de sus 

.~s podría ser uno de los even10B>bioquln}iooli4ue.subyaaen•a;la,tibmaailin¡damc·Js qlll'· >uoy 
~-

neurotililsmisores (Piomelli y col.,1981}';~'5eiul·l'llp0Álld0-queicuand0 los>~?\ .;,. h• '"'"'""'!·· ,,,,,. 
sinaptosomu se despolarizan hay un aumento en la producción de ácido araquidónico 

(Asakura y Matsuda, 1983). La biosfntesis de los eicosanos depende de la 

disponibilidad de ácido araquidónico. Dado que el grueso de éste se encuentra 

esterificado en la posición sn-2 de los fosfolfpidos, los candidatos mas probables para 

regular la cantidad de ácido araquidónico disponible son las PLA2• 

Se ha especulado mucho acerca del mecanismo de activación de éstas enzimas. Se 

ha propuesto, por ejemplo, que la actividad de las PLA2 puede estimularse mediante un 

evento de IDlión 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 PLA2 (Strosznajder 

y Strosznajder, 1989; Strosznajder y Samochocki, 1991). En nuestro estudio sin 

-- .. embatgo, este no parece ser el mecanismo por el cual la melitina estimula la liberación 

de GABA, ya que en condiciones no líticas, la liberación de GABA depende de Ca2+ y 

el aumento en la actividad de PLA2 en sinaptosomas de corteza de rata inducido por los 

agonistas colinérgicos se produce tanto en ausencia como en presencia de Ca2+ externo 

(Strosznajder y Samochocki, 1991). 

Hay evidencia de que la activación de PLA2 unida a receptores podría estar 

regulada por proteínas G (Silk y col., 1989; Femández y Blasinde, 1993; Burch y col. 

1986; Axclrod y col. 1988). También en membranas de sinaptosomas de corteza 

cerebral de rata hay evidencia de que la unión de proteínas G podría estar regulando la 

activación de una PLA2 (Strosznajder y Strosznajder, 1989). Lo anterior aunado con la 
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evidencia de que la PLA 2 de 85 KDa puede ser fosforilada y activada por la proteína 

cinasa 2 asociada a microtdbulos y por la proteína cinasa C (Nemenoff y col. 1993), así 

como su localización preferencial en el citoplasma y su dependencia de ea2+ externo 

para trasloc:arse del citoplasma a la membrana de la célula (Clarlc y col., 1991), podrían 

permitimos especular que tal vez esta PLA2 de 8S KDa sea la especie unida a los 

receptores. Sin embargo nuestros datos tampoco indican que las fosfolipasas A2 de 8S 

KDa sean las involucradas en las acciones no líticas de la melitina presentadas en este 

estudio, como ya se discutió. 

Recientemente se ha encontrado una proteína endógena, conocida como PLAP, 

capaz de activar directamente a fosfolipasas A2 (Clark y col.,1987). Aunque se sabe 

muy poco acerca de ~ta proteína, resulta muy interesante que la melitina presente un 

alto grado de homología con la parte de la PLAP correspondiente al centro activo 

(Steincr y col., 1993). Estos hallazgos aunados al hecho de que la PLAP solamente es 

capaz de activar a algunos tipos de fosfolipasas A2, entre las que principalmente se 

encuentra la PLA2 tipo II de 14 KDa (Clark y col.,1987; Steiner y col.,1993) nos 

llevan a especular que la PLAP participa en la regulación fisiológica de la liberación de 

GABA, pues la activación de una PLA2 tipo II de 14 KDa también parece subyacer al 

aumento del componente dependiente de eaH de la liberación de GABA inducida por 

melitina. 

En rcsdmen, concluimos que la melitina induce la liberación de GABA dependiente 

de ea2+ mediante la activación de una PLA2 dependiente de ca2+ y sensible a BPB, 

posiblemente del tipo II de 14 KDa. Que la melitina puede ser utilizada como 

herramienta experimental para estudiar la participación de algunos tipos de fosfolipasas 

A2 en los procesos de sec~ión, siempJll y cuando se tomen en cuenta los efectos de 

dilución de esta toxina para eliminar las acciones fisicoqulmicas de la toxina que 

permiten la salida del mensajero secretado por efectos llticos no relacionados con sus 

acciones como activador de PLA2• 
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Para finalizar quisiera agregar que como la melitlna también ha demostrado que es 

capaz de estimular Ja secreción de péptidos y hormonas de diversos tipos celulares 

(Gandison, 1984; Kneppel y Gerhards, 1987; Morgan y col. ,1985), en ocasiones (muy 

posiblemente cuando los efectos lfticos no interfieren con la respuesta) de manera 

sensible a BPB (Mayer y Marshall, 1993), es posible que la fosfolipasa Az activada 

artificialmente por melitina (y cúyo activador endógeno parece ser la PLAP) no 

solamente regule la liberación de GABA sino que participe en la regulación de los 

procesos de secreción en general. 
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Vesicular and Carrier-Mediated Depolarization-Induced 
Release of [3HJGABA: Inhibition by Amiloride and 
Verapamil 

MU'fa Sllaes,•-> Luz Maria Cblu,• ami Lmlola Gonz6lez1 

(Acupfftt J.Jy 2D, 1991) 

The Ca'--<lependenl, pmwnably exoc:ylO!ic fnction o! !he ['H)GABA releued by depolarizalion 
is dis=led !rom !he depolarizalion-inductd Na .. dcpenden~ curiu·mcdialed ÚIClioll of ('HJGABA 
reluse in mouse brain synaptooomes. GABA homoacbange is prevenled by !he ('H)GABA carrier 
blockcr. DABA. The absence or extcmal Na• oomplctcly abolisbes thc relcue of the canicr­
medilled, presumably cytoplumic reluse o! ('HJGABA induced by bomoacban¡¡e and beteroex­
cbange wilh GABA and DABA, rupectively. The carrier·medialed, N1 .. dependen1 fnctioa o! 
lhe depolarizalion·induced releasc of PHJOABA is resistant to tctrodotoain ('ITX) but is scnsitive 
to amiloridc and vcrapamil. Thc Ca1 •-dependcn1 fraction of the PHJGABA rc:lcased by bigh K• 
dcpolariza.lion is also complelcly abolisbed by amiloridc (from 300 p.M) and sensitivc lo vcnpamil 
(30 p.M). bul in contrasl is insensilivc lo the abseocc of cxtemal Na• and to DABA. On thc basis 
of tbese rcsults we concludc that amiloridc and vcrapamil inhibir high K•-induccd relcuc of 
['H)GABA by .. 11gnalzing lhe enlrlnc:e ol Ca'• (ud poosibly Na• wben extemll Ca'- i5 1boen1) 
thmugh a population of voltqc scnsitivc prcsynaptic C¡h ch:anntls activatcd by dcpolarizalion. 

INTRODUCDON 
ll is gencrally acccplcd lhal Ca2 • inOux plays a 

crucial role in stimulus·sccrelion coupling. The oature 
or thc presynaptic Ca'• cbannels responsible for lhc 
stimuJated release of the amino acid neuro1ransminers 
. from llWDlllllian isolaled ncrve terminlls (synapto­
somes) remains howcver elusivc. Ja neuronal cclls, four 
Jypes of Ca'• curren IS (N, l., T and P) havo beco char· 
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acterized on the basis of clectrophysiological and phar­
macological criteria (1,2). The sizc of synaptosomes 
(average 1 1-LM) precludcs lhe study of !he synaptosomal 
C.2• currents with standard clectrophysiological tech­
niques. Pharmacological studies on lhe othcr hand, hove 
DDI been conclusivc • 

Sevcral studics have sbown that ncurotransmincr 
release induced by bigh K• in synaptosomes is ioscn­
silivc to dihydmpyridines, !he organic L-typc Ca'• channcl 
blockers (3,4). The dihydropyridinc resistan!, Cd2• ud 
w-O>llotoxin-sensitivc N-type Ca2 • channcl has bccn 
proposed 10 be lbe prc~minant form involved in thc 
stimulatcd rclcasc of monoamincrgic ncu.rotransmitters, 
sucb as S-IIT and norepincphrinc (S,6). Howcver, thc 
type or c.2• channel mainly involved in !he dcpolari-
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zalion-induced relcase of amino acid neurotransmiuers 
has nol been ddined (7). 

The di1111:1i: amiloride, cunently used as a blocker of 
tite Na•JH• anliporler (8), is also a weak inhibitor of tite 
Na•/Ca'• exchanger (9) and has n:cenlly shown 10 be an 
elfectlve inlu'billlr of Ca'• cum:nls in neuroblaslorna cells 
(10). The Na•,Ca'• exchangcr extrudes Ca'• from tite 
intratenninal mmeu in exchange for cxtemal Na• and, 
along witlt tite Ca''·ATPasc, it conln'bulcs for tite main· 
tenance of tite resting Ca'• Jcvels (11). When synapl"' 
sornes are depolarizcd, in addition to the inflwr of ea2• 

lhmugh wltage 5CllSilive Ca'' channcls, tite only othcr 
pathway that hll been suggested lo promole an entrance 
of Ca2• is tbe Na•tca2• cxchang.er in irs reverscd fonn 
(12). High K• clcpolarizalion induces tite n:leasc of two 
fJactkms of tite amino acid neurottansmiller GABA. One 
wbicb dcpends on tite presence of extemal Na• and tite 
other on cxtemal Ca'• (12,13,14). The Ca'•-<lependenl 
fnK:lion of tite llimulaled rdwc of OABA is inaeased 
when synaplolillll<S ano Joaded witlt tite Jahelled transmitter 
during longer inalbalion periods and tltis fiaction is be· 
Jieved ID be exocylolically n:leased (15). 

In Ibis study we have characteriud the effect of 
amiloride on the Na• and on thc Ca2•-dependent frac­
lions of the GABA released by high K' depolarization 
in a purified mouse brain synaptosomal prcparation pre­
Joaded wilh tite radiolabelcd transmillcr. 

EXPERIMENTALPROCEDURE 

OIJlenJion of tite PurijiM Syn11prosomes l..oaded with 
f'HJGAB.4. S~cs wen: oblained from tite brains 
(withoulcen:belm!)of 4albinoCDI mice (11 weeksold), 
follrM'ing tite mothods of Hajós (16). For Joading witlt 
('H)OABA. $}'111JlfOSOmCS suspended in tite foUowing me­
dium (in mM): 127 Naa, 1.18 KH2PO., 3. 73 Ka, 1.8 
eaa,, 1.18 ~ •• 20 NaHOO,. 11 glllal5e and 0.1 mM 
of tite OABA lr>nsaminase inhibitors amir<><»<yacetic acid 
(Figwe 1) or gamma vinyl-OABA (figs. 2 and fig.JC and 
D), were incublle<I in tite presence of ['H)GABA (0.83 
µCi, 0.5 µM fioal ooncentralion) al 37'C during JO min 
or 25 min; as iadicalcd In tite lig1111: legends. 

J'HJGABA &/•ose Experiments. The releasc of 
['H)GABA - assayed following tite eontinuous por· 
fusion prncedlll1: dcscribed previously (17). BrieOy, syn­
aplosomcs (0.2-0.3 mg protein) loaded witlt the Jabcled 
tnnsmiltcr wen: transfcrred ID Millipon: filt<rs (0.65 µM) 
lying on mulliperforaled chambers aligned in parallel. 
1bc radioactivily nol incorporaled into the preparation, 
was eliminaled by rapidly passing (1.3 ml/min) a stan· 
dard Ringcr's 8cdium witlt a perislaltie pump. When 
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the washout period was concludcd, the flow rate was 
adjusted 10 0.5 ml/min, and fractions werc collccted al 
J min intervaJs. Alter 7 minutes of pcrfusion, lhe stan­
dard buffer was rapidly n:pla""d by tite depolarizing high 
K • medium under tite experimental eondilion 10 be tcsted. 
In sorne experiments a second replacement at mio 13 
was perfonned. The n:leasc of ('H)OABA por minute is 
expressed as lhe percentage of tite total radiow:livity 
present in lhe synaptosomes al tite bcginning of tite cx­
perimenl (i.e. tite radioactivily relcascd during 14 or 19 
minutes of perfusion plus that remaining in thc filler at 
tite end of lhe expcrimenl). 

Pelfusion M~. The eomposilion of lhe standard 
low K• buffer was (mM): 127 NaCI, 1.18 KH,PO,, 
3. 73 KCI, 1.8 CaCI,, 1.18 MgSO,, 20 NaHCO,, 11.2 
dextrose and 0.1 mM amiO()oOxya""lic acid (Figure 1) 
or gamma vinyl·GABA (Figure 2 and Figure 3C and D). 
The pH was adjusted 10 7.4 by gassing tite solulion witlt 
o¡co, (95%/5% vol/vol). In tite Ca'•·f'n:c bolfer, eaa, 
was omilled and 0.1 mM EOTA was added. In lhe Na•­
free buffer, NaCI was replaced by n·methyl-glucamine, 
and NaHCO, was n:placed by HEPES buffer (in Figure 
1) or by TRIS (in Figures 2 and 3) keeping tite pH al 
7.4. Where indicated, the standard buffer, tite Na•-free 
or thc ea2 •-free buffers also contained amiloride, TfX, 
verapamil, OABA or DABA: In high K • depolarizing 
media 50 mM KQ replaced an equimolar conccntration 
of NaCI. 

Detemrinarion of the lntema/ Ca'• Leve/. Purified 
synaptosomes werc rcsuspended in oxygcnated HEPES 
standard buffer (in mM: 127 NaCI, 1.18 KH,PO,, 3.73 
KCI, 1.8 CaCI,, 1.18 MgSO,, 20 HEPES, 11.2 dex­
lrose, pH 7.4 witlt 2 µM probenecid 10 n:du"" fura·2 
efOux) and incubated with Fura·2AM (5 µM) during 45 
min al 37"C. The incubation was stopped by 5·fold di­
Jution with lhe same buffer foJlowed by contrlfugation 
(8 min al 6,000 g al 4'C). The n:sulling pelle! was n:­
suspended and recenrrifuged to finish the rcmorion of 
lhe unineorporated dye. Fura 2 loaded synap1050lllCS wen: 
resuspended in HEPES buffer and kcpl al 4'C in tite 
dark. AJiquolS of thc synaptosomal suspcnsion wcre 
transfcrrcd to acryl cuvettcs, dilutc IO fold to a final 
volume of 2 mi and stirred eootinuously. The in te mal 
Ca2 • lcvel was estimaled from Ouorcsccncc detcctcd on 
linc in a Pcrkins Elmer LS-50 spcctroOuorometcr intcr­
faced wilh an IBM compatible eomputer. Data points 
werc collcctcd ar 1.89 scc intcrvals. C.alciwn was dcrcr­
mined by lhe ratio·method of Orynkicwicz el al. (18). 
Maximum and mínimum Ouorcscence valucs wcre dc­
lennined witlt 0.6 mM digitonin and 60 mM EGTA, 
n:spectively. 

Soun= of marerio/s. (2,3 'H)OABA (spec. act. 
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1!11- l. AliquoCs (0.25 '"I -in) o! - iooded wi1h ('H]GABA (JOO aCi/mg -m) duri>g 10 ntla (A.0.C. ud D) or - 2S 
mia (E) ~ bansfemd llD Milliporc filtcn lying on mldtipcrforaled pctfusion dsambm. Alter removing (by ,,_¡,. thc lllndanl buffer with a 

r::i~=~~=r:~=wi~~~~=:..;;:~~-~.~~~=·i~1,~~<:r: 
(mln S.J3). aad SO mM !úp K• buffer with 1.8 mM C..C1 (min 14-19). Thc pctc:emage of lff-OABA Rlwtd (fortlls aad tbe foUawiq ligmts) 
il cakulaud u tbe pocdl&e rdcuedlmin ol tbe lolal radiolctivil)' conr.adcd in l)'lllptOIOlnCS 11 tbe bcginnina of dx t2ptrimcal (aftcr rcllMWIJ 
bywuJúa&o!lbendbctM1y ... ma.ponlCd i1Mo ..,.....,.!loo). (D)s_...,. poñuadwilbou1 (Clll - ""1ln>l)orwilh laausiDa 
CllOCCGtntioas (in ¡a.Al: 10. 30, 100, 300, and 1000) of aoilloride u in snpti A. ne bus ttprestal the sum of tbc [1H)OABA Rlcwd by JUgb 
K• in tbc ~ (empty ban) aad ia die prcance (!lalched bm) of 1.8 mM e.al durina 7 min of perfuJion owr besaJ vaha (coal:rol wiibwl 
depol&túatioo). (q Control (e) or 1 fLM TI'X·b'Clled l)1llpCOIOmes were pnfmcd u in A. (D) From min I lo 7, l)'nlplOIOIDCS were pcrfuted 
with Tris buffer C011taiaq: 147 mM N.O C•) or 147 mM o·mclhylglucamine (O). From min 8 10 14, SO mM ka substitu1cd an cqWmoW 
conccnrntion ofNaO(e) or n·mclllyfglucamine (O) in the Tris buffer. {E) Symp(osomcs werc petfused wi1h a Na•-frce HEPES buffer (n·melhyl­
glucamine replacing Naa) in the abseoce (A) ud in lhe pmena: (e,O) of C.01 t.8 mM, or in lhe absence (e,A.) and itt the ptescoc:e of 1 
mM amilaride (O). Dila are mun ::!: SEM (bus) va.ha from four (A), Uuft: (B), four (C), f"rve {O) and four (E) indc¡xnden1 aperimcnlS. 1be 
diffcrcDC.CS bcrwccn lhe reJcuing rcspomcs to higti K• in lbc atnc:na: IDd itt lbe prae~ or amiloride werc lignificut as ittdka1ed •, p < O.OOS, 
+, p < 0.05. 

34. 7 Ci/mmol). was obWncd from Ncw Eogland Nu­
clear (llostoo, M.A.). TctrodotolÚJI, amiloridc, verapa­
mil hyckocbloridc. ~ acid, pmma-amioo­
n-bulyric ICid (GABA). L·2,4-diamino-n-bulyric acid 
dillydrodlJorid (DABA) and probcaccid wm from Sigma 
Cllcmic:al e.o. (SI. Louis M.O.). fun·2AM and Fun 
llCid wen: obJaincd from Molecular Prolics. Gamma·vi· 
nyl-OABA wu a gill from Dr. S. Brailow.ty. 

RESULTS 

Figwc JA shows lhal in syn1p1osomcs prcloadcd 
wilh l'HJGABA during 10 min, bigb K• dcpolariulion 
indu= lhc rcl...,. of a fractioa of 'H-OABA in lhc 
abscnc:e of externa! C.2 • (e. min S.13). An addilional 
fJaclion of 'H-OABA is rcleased by bigb K • wbcn ea>• 
is prcscnl in thc pclfusion mcdium (e, min 14-19). 
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ffl. 2. Synapta.omes were prclmded wilh (lHJOABA during 2.5 min 
aa:1 (A) pcrfuxd with Na•·free lRIS buffer without (e) or wilh 20 
)lM DABA (O) and depolarizcd {arrow) wilh SO mM KO. (8) Syn­
ll"<*lmCS ptrfu:sed with 1tand&rd buffer wilhoul {e) or with 20 JLM 
DABA (O) were cxpmed 10 5 ~M GABA (arrow). (q Synaplosom" 
pcrfmed with N.a•·fret (0) or Na• a>r1taining (e) TRIS buffer were 
Clplltd to 5 J&M OABA (anuw). (D) Synapcosomes pcrfused With 
Na•·frec (0) ora Na• axiaining (e) 11US buffer were exposcd 10 
20 l&M DABA (anuw). Data are mun ± SEM (bus) nlues from 
fM (A} or four (B,C and D) iDdependtnt cxperimcnis (9, p < 0.005; 
+, p <O.OS). 

Amiloride (JmM) complelely abolishes thesc responses 
IO bigh K• (Figure JA, O). A similar inhibition of the 
two componenlS of lhe cvoked rcleasc of ['H)GABA by 
amiloride is oblained when gamma·vinyl-GABA is used 
ÍDSfl:ad of aminooxiacelic acid (dala nol shown). 

Thc cffcct of amiloride at lower conccntralions than 
1 mM was also lestcd on tbe two fractions of the 
f'H)GABA relcased by high K •. Thesc resullS are shown 
in figure 18, wberc the bars rcpresent the sum or the 
PHJGABA reJeas<d in response 10 high K• during 6 
mio of perfusi<>n in 1he absencc and in the presencc of 
thc indicaled 11-M eoncen1ra1ioos of amiloride. As shown 
in die figure, high K • induced responses are markedly 
diminishcd by 300 11-M amiloridc. Lower conccnlnlions 
(10 • JOO 14M) of this eompound do nol prevcnl lhc 
lllimulalcd releue of ['H)GABA eilhcr in lbc absencc or 
ia lk preseoce ol extemal ea2•. 
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In synaplosomes lrcated with thc vollage·scositivc 
Na• channel blocker1TX, lhc pattem ofthc ['H)GABA 
rclcascd by high K • in lhe absencc and in thc presencc 
of CXICmal Ca" is similar to conlrol synapt050IDCS (Fig· 
urc JC). Al the same conccntration (J 11-M) of1TX uscd 
in Figure JC, this Na• channcl blockcr pradically abol· 
ishcs the rclease of ('H)GABA ioduecd by 20 11-M ver· 
atridine, a voltage sensitive Na• channel activator (data 
001 sbown). 

Figure ID shows lhal a considerable amounl of lhc 
['H]GABA rcleased by high K• is losl in synaplosomcs 
pcrfused with lhc Na•-frcc Hopes mcdium. 

For eliminaling lhc Na•-dcpcndenl componen! of 
lhe ('H)GABA rcleased by high K • dcpolarizalion, ali 
tbc cxpcriments in fig. E were done in synaptosomes 
incubaled wilh ('H)GABA during 2S min and perfuscd 
with a Na+.free buffer. Under thcsc eonditions, high K• 
dcpolarizalion only clieilS ['H)GABA relcasc wl!cn Ca'• 
is prcscnl in the pcñusion buffer. In thc abscncc of CX· 
temal Ca'• (omission of Ca" in thc buffer plus EGTA) 
high K' eannot induce any response (Figure JE,•>· In 
the prcsencc of cxtemal ea2 •' a similar preveotion of 
thc slimulalcd relcase of ['H)GABA lo thal oblaioed 
withoul Ca" is observed whcn dcpolarizcd synaplo­
somes are lrealed wilh J mM amiloridc (Figure JE, O). 

Figure 2A shows that when synaptosomes are pcr­
fuscd in the abscncc of externa! Na•. the Ca2*-depcn­
dcnt bigh K • -indueed response is insensilivo IO thc bkxicr 
of thc GABA transponer DABA, wbicb in thc presence 
of cxaemal Na•, inhibits the transportcr-mcdiated re­
lcase of ['H)GABA induced by homocxchangc with S 
11-M of eold GABA (Figure 28). Thc c:omplcle dcpend· 
once on extemal Na• of GABA·induecd bomocxchange 
and DABA·induced belcrocxchaogc is shown in Figures 
2C and 20, rcspcctivcly. 

Figure 3A shows thal 30 11-M vcrapamil c:oosidcr­
ably reduces the raisc in the intemal Ca2 • mncentration 
induced by 50 mM K•. The raise in thc intcmal Ca2• 

concentration promoted with 30 mM KCJ is similar to 
tha1 induced by 50 mM KCJ and il is similarly dimin· 
isbcd by 30 14M verapamil (dala nol shown). Wc did nol 
measure the effcct of amiloridc on the elevation of c:a2 • 

induccd by high K ', beca use amiloridc complclCly 
quencbcs the Ouorescencc of the Ca2•-serWtiYe indica­
lor dyc fura 2 preloadcd in synaplosomcs (Fi¡urc 38). 
Figure 3C shows thal as for thc case of amiloridc, thc 
organic Ca2• channel antagonisl verapamil also inhibits 
both, the Na•-dependcol and thc Ca" dcpeadcnl com· 
poacnlS of ('H)GABA releasc induccd by high K •. Fur­
lbermore. in thc absencc of extemal Na•, tbe ea:z.. 
dependcnl depolarization induecd rclcasc of 3H-OABA 
is aJso scnsilivc to vcrapamiJ (Figure 30). 
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balelinc values in cuntrol (e) mi JO flM wrapamil trcatcd l)'t\lptOIDmet. (O), lhc prtpmitloo wu depol&rizzd by rapid addilion 1o lbe cuvette 
o1 an a!iquo1 ora ~atraled m IDlution to gfvc 1 final a.:cMralion of SO mM (arrow). (B) Fura-2 spectnun in lbc prescncc (a ande) and in 
lbc menee (b ""'d) ofC." -• (• ond b) or with (e md d) 1 mM omlloride. (C) Synapcooomes loadod with l'llJOAllA duriq 25 mili...,. 
pcd\aed with: eai..tru (mili 1-7). c..1•.rree, fúgh K• buffer (min S.13), and high K• buffer wilh Qh (min 14-19) in lbe abseac:c (e) or In 
tbc paence (O) o( JO p.M vcnp1mil. (D) Synaptosomes wm: perfused witb Na•·frcc TRIS buffer wilhout (e) or witb 30 pM vtnpam:il {O). 
Fig. A is a represeatative apuillcM of thrce i.ndepeodcnl de1cnninations. Jo e and D, datl are mean :!: SEM {bars) vtlues f'rora four iñdependenl 
cxpcrimmts r. p < o.OOS; + •• < O.OS). 

DISCVSSION 

In this sludy we hM charactcrized lhe inhibilory 
cffcct of amilmidc on 1he two components of the stim­
ulated release of thc mino acid neurotransmiUcr 
('H)GABA in llKMISC bnii synaplosomes. 

In synaptooomcs lollkd wilh the labelcd transmitter 
during ID min, about hall or 1be ('H)GABA reicased by 
high K• is Na•-«pcndcll llld Ca'•·indepcndcnl (fig. 
ure IA, min S.12 and F' .. 18, left bars). This fraction 
of lhe cvokcd relcase ol f'H)GABA is lost wbcn syn· 
lplooomes are pcrfuscd m tite absencc of externa! Na• 
(FJgUre ID) or1re&tcdwi61111iloridc (orverapamil) llld 
is 1TX ioscnsitiw (~ IC, min S.12). Talen to­
getbcr, lhesc RSUhs ~ that part of lhe ['H)GABA 

releascd by high K• is mediated by Na• movcments 
through an amiloridc (and vcrapamil) sensilivc pathway 
differcnt from TfX·scositive Na• cbanncls. 

To obtain lhe complete rclcasing response lo bigh 
K+ an influx of both Na1 and Ca1 • is requircd, becausc 
in lhe abscna: of externa! Ca'•, bigh K• dcpolarization 
releascs part of lhe rclcasable ['H)GABA if Na• is pres· 
ent in lhe eldraa:l!ular Huid and lhc olher part is rclcasc:d 
in tbc absence of extemal Na•, only if Ca1• is prcscnl 
in tbe cxtemal solution. Whcn Na• and Ca2 • ions are 
absent from the extemal solution high K • dcpolariza1ion 
is unable for stlmulating ('H)GABA releasc (Figure E, 
.i. Thus, lhe Ca2•..tepcndcnt relcase of ('H)GABA 
cvokcd by dcpolarization can be dWcc!cd from lhc N1•· 
dependen! (Ca'•·indepcodcnl) rclcase of ('H)GABA in 
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lhc atscnce or Cllallll Na•. The finding 1ha1 1hc dis­
scctcd Ca'•.<Jcpeodml rclcasc or ['H)GABA cvoked by 
high K• is insemilive to the GABA carrier blocker, 
DABA (Figure 2A~ which oomplelely abolishes lhe Na• -
dependen! releasc of ('H JGABA induccd by homoex­
changc (Figure 28). confirms lhat in lhe abscnce of ex­
lCmal Na• lhc cani<r-mediared componen! or ['HJ-GABA 
rclcasc is climioalCd. The rclease or ['HJGABA induced 
by homoexchange or heterocxchange, which is mediated 
lhrough 1he GABAupc.kc carrier (19) is in oonlrasl oom­
plelcly dependen! m ... prescnce or clltcmal Na• (Fig­
ure 2C and D). A ..ir, filltbcr suppoding lbc conc.Jusion 
lhal undcr our ......,,lal oondilions lhc abscncc or 
cxtcmal Na• eJúmillles thc carrier mcdiated releasc of 
lhc Jabelcd IJaJlsllillcr. 

The Na• -dc¡adcn1 rclcasc or ['H)GABA lriggcred 
by an iocreasc in lle inlemal Na+ conccotration has been 
proposed 10 origina from 1bc cytosol and has becn ad­
limbed lOlhc rovcmlof lbc GABA upcakc c:arricr (IS,20). 
Thc Ca'•-<Jci-lal rclcasc, on lbc ocbcr band, is be· 
lievcd 10 have a wsi<ulu origin (IS). ll is gcncrally 
aa:eplCd lhal dcpollriialion activalcs vollage sensilive 
Ca2 • channels (VSCC) and triggers ocurotransmiller cx­
ocytosis in a ea2 • *JJeodent manncr. Pan of thc Ca2•­

dependenl Slimulml rclcasc or ['H)GABA in synapl<>­
somes has bcen a¡iloiDcd bowevcr, by lhc cnrrancc or 
Ca'• lhrougb lhc Na•tca" cxcbaoger in ilS rcvcr>cd 
fonn (12). U in IJllllllOoDlllc pcrfused in lhc absence 
oí Clltcmal Ca'•, 1ip K• dcpolariz.alion activares lhc 
Na'/Ca2• cxdilq)a al Na• cnlCrs lhc lCnninaI lhrough 
lhis palhway, lllliaridc and vcnparnil could be inhib­
iling tbe Na' -dcpClltol fiaction or lhc stimulalcd re­
lcase or ('HJGABA liy blockiDg Ibis Clldlangor. Howcvcr, 
whcn Ca" is llkW ID ,.. pcrfusion mcdium lbc sub­
sequen1 rclcasc of l'HJGABA induced by lhc prcsence 
of mema! Ca'• ill also complc1cly prcvenled by ami­
loridc (fig. JA, mio 13-21). Funbcnnorc, wbcn lhe Na• 
dependen! camc....JWc:d rcleasc or ['H)GABA is 
eliminated in SJ1llllllmOOleS peñused with the Na+·free 
medium, amilorid& illllill oomplc1cly bk>eting lhc Ca'• -
dependen• frxtioa of * llimulotcd n:Jcasc or PHJGABA 
(Figure 1 E), aad rm dissc<tcd Ca'• depende ni oom­
poncnl or lhe ...md ....... of GABA is a1so scnsilivc 
lo vcrapamil (F"- 30). lbus, il is dilliadl lo proposc 
lhal lhc inbibilDI)' dra:t of amiloride íound bcrc is only 
duc loan inbibiliooafdieNa•JCa'• cxcbanger, bccausc 
ir Ibis is lbc ene il .. to be assumed lhal ali lhe Ca'• 
lhal lriggcrs lhc Q'•.<Jcpcndcnl n:lcasc or ('H)GABA 
following bigb K• *folarizalion cnlers lhc lcnninal 
tbrougb lhis ...,._ ill ils rcvcr>cd fonn. 

Tbc dcpolarizalliaHod incrcasc in lbc inlcmal 
Ca" lcvcl may ..... die NI/Ca'• cxchangcr, which 
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proposed role is 10 clltrudc rhe Ca'• load. Whcn Na• 
ions are prcsenl in the extemal mcdium, Cal• ions can­
not enter via thc Na•/Ca2 • exchanger for contribuling 
to the Ca2• -depcndent evoked response, beca use under 
lhese oondilions (see e, min 8-14 in Figures IA, or 3C) 
Ca'• is cxpecled to be extruded by lhc cxchanger. In 
the absence of externa) Na• in contrast, the Na•/Ca2 • 

exchanger is expected to work in its reverscd form. Thus, 
under 1hesc oondi1ions the possibilily lhal part of lhc 
Ca'• -dependen! rcleasc oí ['H)GABA induced by bigh 
K • is also due to the en trance of Ca2• via thi~ exchanger 
cannol be discardcd. 

Amiloridc and vcrapmil inbibilion or lhe ea>+.<Jc. 
penden! n:leasc of ['H)GABA induced by high K• can 
he explaincd by ao antagonislÍC action OÍ lhesc drugs OD 
vscc. Also, lhc inhibiloiy cffcct or amiloridc and ver­
apamil on the Na• dependent..component of the stimu­
laled release or ('H)GABA could be explained by an 
antagonistic effect on VSCC, if wc assumc that in tbe 
absence of cxtcmal Ca2•, Na• enters inlo the terminal 
lhrough VSCC and induces ['H)GABA n:leasc via re­
versa) or the GABA up1akc carrier. &amples oí Ca'• 
channcls canying Na• currcnts in the abscnce of extra­
cellular Ca'• bave becn prescnled in muscle fibers (21), 
ventriculu (22) and ncuroblasloma (ID) cell prcpan­
tions. In ncuroblas1oma c:ells Tang et al. (10) clculy 
dcmonstralcd that a 1TX-inscnsitivc, amiloride·scnsilive 
Na• cumnl passing lhrough Ca'• cbanncls of lhc T· 
type is activaled wbcn Ca'• is abscnt from lhc Clllemal 
mcdium, and that tbis Na• cuncnt canied by c.a2 • chan· 
neis is oonsidcrably much larger lhlll lbat carricd by 
Ca" ions (ID). The kinclics or T cbaoncls maltcs im­
probable lhal an amiloridc blockadc of !bese spccific 
type of cbanncls oould underlie ilS cffect on 'H-OABA 
rclcase. Wc do nol know bowevcr, whclhcr uniloridc 11 
ooncenlralions abovc 300 r.<M, wbicb cffectively block 
Ca" cuncnrs or lhc T-type wilhout affecting !hose or 
the L-type in neuroblastoma cells, is also able to inhibit 
other Ca2 • currents (i.e. N or P-rypc Ca2 • currcnts) that 
could be involved in the releasing response. 

Tbc incrcase in fura-2 Ouorcsecna: induccd by SO 
mM K• in mou.sc brain synaprosomcs is sensitive to 
verij>ainil. This indicalcs lhal vcraparnil aotagonizes lhc 
cnttance of Ca'• induced by bigh K•. Uruortunatcly, 
amiloride complclcly qucnchcs lbc Ouon:scence of fur1-
2, bence wc oould not mcasure ilS cffect on lbe raisc in 
lhc in le mal Ca'• ooncenlralion promoted by bigh K • 
using Ibis lccbniquc as was done for verapamiJ. Ncvcr­
lhclcss, amiloridc aod vcrapamil clculy block lhc dis­
sectcd Ca2•.<Jependent depolariz.alion-induced n:leasc of 
('H)GABA. and a resull showing lhal amiJoridc prcvcnlS 
higb K•-induccd elcvation in thc interna) Ca2• coocen· 
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lnllion will not solvc lhe quealion of wbelber only Ca'• 
channels or bolh Ca'• channcls and lbe Na•/Ca'• ex­
changcr are responsible of high K• -induced Ca'• in Dux. 

In condusion, we proposed lbal amiloride and ver­
apamil inbibil lhe Ca'•-dcpendcnl componen! of 1he 
stimulaled rcleasc nf ['H)GABA acting as anlsgonisl5 of 
a populalion of Ca'• cbanncls in lbe mammalian pre· 
synap1ic membrane aclivaled by high K • depolarizalion. 
Whcn Ca'• is abscnl from lbe Cldemal Ouid also lbe 
blockade of Na• inOux lbrough lbeae populalion of Ca'• 
cbanncls oould cxplain lbe inbibilOly llClion of lhese drugs 
on lbe Na•-dcpendenl, c:urier medialed fraclion of lbe 
stimulaled relcasc of ['H)GABA. lf bowever lbe Na•/ 
Ca'• excbanger worláng in ils reveraed form conlribules 
ID die Ca'•-depcndcnl evoked releasc of ['H)GABA whcn 
Na• is abscnl from lbe CXlcmal solulion lbcae drugs may 
also indirecdy block lhis cxchangcr. 
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