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RESUMEN 

Las células de Bergmann (glia radial del cerebelo), se localizan en la capa 

molecular de la corteza cerebelar. Los procesos de estas células están alrededor de 

las sinapsis que establecen las fibras paralelas y las células de Purkinje. Estas células 

gliales, tienen receptores a aminoácidos excitadores de tipo ionotrópico por lo que se 

ha sugerido una participación de la glia de Bergmann en la modulación de la sinapsis 

glutamatérgica mencionada. La presencia de receptores metabotrópicos, se ha 

demostrado en células gliales como astrocitos y células de Müller, pero no en las 

células de Bergmann. En el presente trabajo se investiga, si la glia radial del cerebelo 

presenta receptores a aminoácidos excitadores metabotrópicos acoplados a la 

hidrólisis de fosfoinosírodos. Los resultados indican que el glutamato y sus análogos 

estimulan la hidrólisis de tosloinositidos. El orden de potencia fijé NMDA (N-inelil-D- 

aspartato, 	EC5,=3.1µM)>l.•glutamalo 	(EC50-.14.8uM)>KA 	(Acido 	kaínico, 

ECE,0=52.311M)>C1A (Acido quiscuálico, EC50=53.70 y EC50:,69.2nM) >t•ACPD (1-

aminociclopentano-1,3•dicarboxilato, EQ.4).1600). El orden de eficiencia fué 1-

glutamato, 81% > QA, 66% > NMDA, 48% > KA, 43% > t-ACPD, 32% (en % sobre el 

nivel basal). La estimulación producida por NMDA se bloqueó totalmente por AP5 y 

CPP antagonistas del sitio del neurotransmisor y MK•801 bloqueador de canal abierto 

del receptor tipo NMDA; la DNQX, bloqueador de los receptores NO NMDA bloqueó 

parcialmente (47%) y la MCPG, bloqueador de los receptores metabotrópicos no tuvo 

efecto. Esta estimulación requiere de la presencia de calcio externo y no se inhibe por 

los bloqueadores de canales de calcio tipo T y L, Verapamil y Nifedipina 

respectivamente, ni por Dantroleno que es un bloqueador de canales de calcio del 

retículo endoplásmico; la Tapsigargina, bloqueador de las ATPasas de calcio, estimuló 

la hidrólisis. El efecto de L-glutamato se inhibió totalmente con MK-801; el CPP 

bloqueó parcialmente (54%), la DNQX bloquéo débilmente y el AP5, el AP3 

(antagonista no competitivo de los receptores metabolrópicos de glutamato) y la MCPG 

no tuvieron efecto. Estos datos sugieren la participación de receptores ionotrópicos de 

tipo NMDA asi como de receptores metabotrópicos en la hidrólisis de fosfoinositidos. 



ABREVIATURAS 

AAE 	Aminoácidos excitadores 

AMPA 	cx-amino-3•hidroxi-5 metilizoxazol-4-propionato 

AMPc 	Adenosín monofosfato cíclico 

t-ACPD 	1-aminociclopentano-1,3-dicarboxitato 

AP3 	Acido-L-lostonopropiónico 

L-AP4 	L-2-amino-4-tostonobutanoato 

AP5 	Acido arnino-7-fosfonovalérico 

L-asp 	L-aspartato 

L-CCG 	2s,1's,2's-2-(2-carboxicilopiopil)glicina 

CNOX 	6-ciano-7-nitroquinoxalín-2,3-diona 

(S)3C4FIPG 	(S)-3-carboxi-4-1-iidroxitenitglicina 

(S)4C3HPG 	(S)-4-carboxi-3-hidroxitenitglicina 

(S)4CPG 	(S)-4-carboxitenilglicina 

CPP 	 Acido 3-((±)-2_-carboxypiperazin-4-il-propil-4•losfónico 

DAG 	Diacilglicerol 

DIV 	 Días in vitro 

DNasa 	Desoxiribonucleasa 

DNQX 	6,7-dinitroquinoxalín-2,3-diona 

EDTA 	Etilen diamino letra acético 

GABA 	Acido y amino butírico 

GMPc 	Guanosín monofosfato cíclico 

L-glu 	 L-glutamato 

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

IP3 	 Inositol 1,4,5-trifosfato 

KA 	 Acido kaínico 

MCPG 	(RS)-a•metil-4-carboxitenilglicina 

InGluR1-8 	Receptores metabotrópicos para 1-glutamato 



MK-801 	Maleato de dizocilpina 

NFD 	 Nitedipina 

NMDA 	N-rnetil-D•asparlato 

PIP2 	 Fosfatidil inosilol 

PKC 	 Proteína cinasa e 

PLC 	 Fosfolipasa C 

QA 	 Acido quiscuálico 

RE 	 Retículo Endopfásmico 

RKB 	 Ringer Krebs Bicarbonato 

SNC 	 Sistema Nervioso Central 

TCP 	 1-(1-(2-tieni1)-ciclonexil piperidina 

VPM 	 Verapamil 



INTRODUCCION 

El cerebelo y los ganglios basales participan do manera importante en el 

control de la función muscular, en conjunto con áreas corticales cerebrales. El 

cerebelo se relaciona con la coordinación del movimiento, y su extirpación o 

lesión no conlleva pérdida del movimiento, pero sí falta de control del mismo 

(Hill y Wyse, 1989). Asimismo, este órgano participa en la planeación, control y 

corrección de las actividades motoras. 

El cerebelo recibe información acerca de la planeación de un movimiento, 

desde estructuras cerebrales relacionadas con la programación y ejecución del 

mismo; también recibe información acerca de su ejecución. Estas señales 

permiten al cerebelo, ser un centro de comparación, de manera que es capaz de 

corregir los movimientos en el momento de llevarse a cabo. Esto tiene 

importantes implicaciones, ya que estas correcciones dependen de la capacidad 

de la entrada de información para modificar los circuitos cerebelares en largos 

períodos de tiempo. Así la función del cerebelo puede modificares° por la 

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

A. Estructura del Cerebelo. 

Anatómicamente el cerebelo se divide en 3 lóbulos: el anterior, el 

posterior y el flóculonodular. Los lóbulos anterior y posterior se pueden dividir 

longitudinalmente, observándose en la parte media del cerebelo una banda 



estrecha, separada del resto del cerebelo por 2 surcos poco profundos y que se 

conoce como vermis. A cada lado del vermis se observan los hemisferios 

cerebelares: el izquierdo y el derecho. Cada hemisferio a su vez está 

compuesto por la zona lateral y la intermedia. 

El cerebelo está organizado en tres regiones funcionales cada una con 

distintas conexiones anatómicas de cerebro y médula espinal. Cada región 

recibo información de diferentes fuentes y manda información a diferentes 

partes del cerebro. Estas regiones son el vestibulocerebelo, el espinocerebelo 

y el cerebrocerebelo (Fig. 1). 

El vestibulocerebelo, que corresponde al lóbulo flóculonodular, recibe 

información de la médula a través de los núcleos vestibulares y manda 

información al núcleo vestibular lateral. A través de estas conexiones aferentes 

y eferentes con el núcleo vestibular, esta región controla el movimiento de los 

ojos y el equilibrio del cuerpo. Sus aferentes tienen como fuentes principales los 

canales semicirculares, que indican cambios en la posición de la cabeza, y los 

otolitos que indican la orientación de la cabeza con respecto a la gravedad. 

Estas aferentes son las únicas que llegan a la corteza cerebelar directamente 

de las células ganglionares de la periferia, sin relevo, 

El espinocerebelo, que recibe información de la médula espinal, abarca 

la parle central del cerebelo denominada vermis y la zona intermedia de cada 

hemisferio. Las fibras del vermis hacen conexión el núcleo fastigio y la zona 

intermedia del hemisferio cerebeloso manda información hacia el núcleo 

ri 
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Figura 1. Regiones anatómicas (A) y funcionales del cerebero (B). Las flechas 

(8) indican los núcleos, a dónde mandan información las regiones funcionales 

del cerebelo (Tomado de Chez, 1991 y modificado). 
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interpuesto. A través de estos dos núcleos profundos del tálamo, el 

espinocerebelo controla los componentes medio y lateral de los sistemas 

motores descendentes, participando en el control del movimiento do los 

miembros durante su ejecución. 

El cerebrocerebelo es la parte lateral de cada hemisferio cerebelar, 

recibe información de la formación reticular pontina. El cerebrocerebelo manda 

información a su vez al núcleo dentado, la cual pasa al tálamo y finalmente a la 

corteza premotora y motora. Esta región del cerebelo tiene funciones 

relacionadas con la planeación e iniciación de los movimientos. 

1. Corteza Cerebelar 

El cerebelo está compuesto de un manto externo de materia gris que es 

la corteza cerebelar, materia blanca y 3 pares de núcleos profundos los cuales 

se proyectan fuera del cerebelo y son el núcleo fastigio, el núcleo interpuesto y 

el núcleo dentado. 

La corteza cerebelar se divide en 3 capas en donde se localizan cinco 

tipos de neuronas: estrelladas, de canasta, de Purkinje, Golgi y granulares. La 

capa más externa es la molecular, compuesta por axones de las células 

granulares, a los que se ha denominado "fibras paralelas". En esta capa se 

localizan las células estrelladas y las células de canasta, que son interneuronas. 

A lo largo de esta capa se extienden los árboles dendríticos de las células de 

Purkinje en un sólo plano perpendicular al eje principal de un forium. 



La capa intermedia es la de las células de Purkinje, compuesta por los 

sornas de éstas células, arreglados en una sola hilera. 

La capa interna denominada capa granular contiene numerosas neuronas 

pequeñas que son las células granulares así como células de Golgi en la zona 

cercana a la capa intermedia. En este estrato se forman unas estructuras 

llamadas glomérulos cerebelares, que son zonas en las que se establecen los 

contactos sinópticos de las células granulares y las céulas de Golgi con fibras 

aferentes denominadas libras musgosas (Fig. 2). 

Las libras musgosas constituyen las fibras aferentes principales. Se 

originan de una variedad de núcleos del tallo cerebral y de neuronas en la 

médula espinal. Las fibras musgosas trasmiten información indirectamente a las 

neuronas de Purkinje en el glomérulo, a través de la sinapsis que establecen 

con las células granulares que son interneuronas excitadoras. Los axones de 

las células granulares ascienden hacia la capa molecular, donde se bifurcan y 

forman las fibras paralelas, que hacen sinapsis con las dendritas de las células 

de Purkinje, orientadas perpendicularmente a las mismas. Otro tipo de aferente 

al cerebelo son las fibras trepadoras, que se originan en el núcleo de la oliva 

inferior de la médula. Los axones entran a la corteza y envuelven el soma y las 

dendritas de las células de Purkinje, estableciendo contactos sinópticos do tipo 

excitador. Cada libra trepadora hace contacto sólo con 1 a 10 neuronas de 

Purkinje y cada célula de Purkinje recibe la entrada sinóptica de una sola fibra 

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

La corteza cerebelar está dividida en 3 capas: molecular, de células de 

Pukinje y granular. En esta figura se puede observar a) la distribución de los 

cinco tipos de neuronas del cerebelo y b) el glomérulo cerebelar en detalle 

(Tomado de Chez, 1991 y modificado). 

10 



Las fibras paralelas también hacen sinapsis con las dendritas de las 

células estrelladas, las células de canasta y las células de Golgi, interneuronas 

de tipo inhibido,' que modulan la actividad de las células de Purkinje, neuronas 

principales y única vía de salida de información del cerebelo. 

Las células estrelladas presentan axones cortos que hacen contacto con 

las dendritas cercanas de las células de Purkinje en la capa molecular, mientras 

quo las células de canasta alineadas perpendicularmente a las libras paralelas 

hacen contacto con el soma de células de Purkinje distantes. Así cuando un 

grupo de fibras paralelas excita a una hilera de neuronas de Purkinje y las 

célula de canasta vecinas, las células de canasta excitadas inhiben la onda de 

salida excitadora de las células de Purkinje. Las células de Golgi localizadas en 

la capa granular tienen un elaborado árbol dendritico en la capa rnolelcular, 

donde reciben su principal entrada (excitadora) de las fibras paralelas (Chez, 

1991). 

B. Neuroglia 

En el sistema nervioso, se han descrito células que se localizan 

alrededor de las neuronas y sus axones; estas células inicialmente descritas por 

Rudolf Virchow en 1846, se han llamado en general células gliales o neuroglia 

(Nicholls et al, 1992). Se calcula que hay entre 10 y 50 veces más de estas 

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

ti 



Las células gliales se han divido en 2 clases principales: microglia y 

macroglia. La microglia está formada por células fagociticas que so movilizan 

después de un daño o infección. Estas células tienen un origen mesodérmico, 

ya que se originan de una población específica de leucocitos mononucleares, 

que penetran la barrera hemato-encefálica durante los períodos cercanos al 

nacimiento tanto fetales como postnatales (Jacobson, 1991). La macroglia son 

células de origen ectodérmico (Whittaker, 1984) y se han dividido en tres 

grupos: los oligodendrocitos, las células de Schwann y los astrocitos. 

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células pequeñas con 

pocos procesos, que se encargan de formar la capa de mielina que aisla a los 

axones de las neuronas incrementando así la conducción de las señales 

eléctricas. Aunque tienen una misma función, la localización en el sistema 

nervioso es diferente; los oligodendrocitos estan en el sistema nervioso central y 

las células de Schwann forman la mielina en el sistema nervioso periférico. 

Los astrocitos tienen forma irregular y procesos relativamente largos. Se 

ha visto que estas células participan en varias funciones en el sistema nervioso. 

Aunque no son parte constitutiva de la barrera hemato-encefálica, los procesos 

de los astrocitos que hacen contacto con los capilares sanguíneos inducen la 

formación de las uniones estrechas en las células endoteliales, que impiden el 

paso de sustancias tóxicas al sistema nervioso. Algunos astrocitos tienen pies 

terminales que hacen contacto con neuronas y con vasos sanguíneos, por lo 

que se ha sugerido que tengan función de nutrir a las neuronas, aunque esto no 
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está comprobado. También se ha visto que al igual que la microglia, remueven 

restos neuronales y ayudan a sellar después de un daño. El potencial de reposo 

de los astrocitos está determinado exclusivamente por su alta permeabilidad al 

potasio; corno consecuencia, los astrocitos amortiguan el exceso de potasio 

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

1. La neuroglia y la transmisión nerviosa 

Debido a que las células gliales no reciben ni forman sinapsis, es claro 

que no pueden participar en los circuitos locales de la manera que lo hacen las 

neuronas. Sin embargo, la presencia de receptores para neurotransmisores en 

las células gliales sugiere que podría existir una vía de comunicación con las 

neuronas. Además, las células gliales en algunos casos sintetizan y liberan 

neurotransmisores, como sucede en las células de Schwann del axón gigante 

de calamar que sintetiza y libera acetilcolina (Heumann et al, 1981). Se ha 

propuesto que células gliales podrían participar en la potenciación a largo plazo, 

ya que sintetizan y liberan ácido araquidónico. Este neuromodulador induce a 

largo plazo un incremento de la transmisión en el hipocampo (Williams el al, 

1989). Las células gliales exhiben un alto grado de plasticidad en respuesta a 

las señales neuronales; cambios a largo plazo en las propiedades de membrana 

de las células gliales podrián mediar cambios a largo plazo en la función de la 

sinapsis (Barres, 1991), Ya que no se tiene una evidencia directa de la 

participación de la neuroglia en la transmisión nerviosa, el estudio de éstas 
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células es de gran importancia para el entendimiento integral del sistema 

nervioso. 

2. Glia del Cerebelo 

Las tres principales clases de glia en el cerebelo se distribuyen en 

diferentes capas: los oligodendrocitos en la materia blanca, los astrocitos en la 

capa granular y las células de Bergmann en la capa molecular (Teichberg, 

1991). 

Las células de Bergmann son células astrogliales especializadas, a las 

que también se les denomina células epiteliales de Golgi. El soma de estas 

células se encuentra en la capa de células de Purkinje y presentan numerosos 

procesos conocidos como fibras de I3ergmann, que se extienden radialmente 

hacia la piamadre. Estas células tienen importancia en la migración de las 

células granulares en las últimas etapas del desarrollo, cuando ya se ha. 

formado la capa molecular del cerebelo (Rakic, 1971). Tienen como origen al 

linaje celular de la glia radial (Choi y Lapham, 1980) y en el desarrollo se 

reporta que se originan del techo del IV ventrículo, una de las dos zonas 

germinales en el cerebelo (Jacobson, 1991). Recientemente se ha demostrado 

mediante técnicas de inmunohistoquimica, con marcadores astrogliales 

(Vimentina, GFAP y la proteína S•100) que existen células precursoras de las 

células epiteliales de Golgi en la capa granular externa del cerebelo, que es la 

segunda zona germinal en este órgano (Sievers, 1994). 
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Las células de E3ergmann identificadas en cultivo se caracterizan, por su 

morfología fusiforme, por la unión de un anticuerpo rnonoconal para la proteína 

que une kainato, por la unión de un ligando de alta afinidad para el receptor a 

glutamato tipo kainato llamado kainil-albilmina sérica bovina y un marcador glial 

citoplásmico, la vimentina (Ortega et al, 1991). 

Las células de E3ergmann se ramifican en las sinapsis que establecen las 

fibras paralelas y las células de Purkinje (Somogy et al, 1990) y se ha estimado 

que una célula de Purkinje puede hacer contacto con alrededor de 14 células de 

E3ergmann (Fisher et al, 1988). La relación de las células de E3ergmann con las 

neuronas de Purkinje ha sido estudiada por Fisher (1993), quien ha sugerido 

que es indispensable esta asociación para la expresión fenotípica normal de la 

células de Bergrnann. 

3. Receptores en las células gliales 

En las células gliales se han encontrado in vitro e in vivo, receptores a 

neurotransmisores. Se han visto receptores para glutamato y GABA en 

astrocitos in vitro, con características similares a su contraparte en neuronas. 

Los astrocitos en cultivo también expresan receptores para neurotransmisores 

que activan sistemas de señales intracelulares como son: incremento de las 

concentraciones intracelulares de diacilglicerol, fosfatos de inositol, calcio, 

AMPc y GMPc, compuestos que pueden modular la actividad de canales jónicos 

y enzimas (Barres, 1991). En las células de Müller, glia radial de la retina, se ha 
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demostrado la estimulación de la hidrólisis de fosfatidil inositol bilosfato (P1132) 

por la activación de receptores a aminoácidos excitadores (López-Colomó el al, 

1993). 

4. Receptores a aminoácidos excitadores en las células de Bergmann 

Se han localizado in situ, sitios de unión para kainato en las células de 

Bergmann (Somogy el a/,1990), que corresponden a receptores para glutamato 

tipo AMPA/kainato funcionales. Estos receptores podrían modular la eficiencia 

de las sinapsis glutamatérgicas entre las fibras paralelas y las espinas do las 

células de Purkinje, y por tanto tener un papel en los cambios plásticos de la 

transmisión sinóptica (Ortega et al, 1991). Mediante estudios de unión 

específica de ésteres de forbol marcados, se ha demostrado que la estimulación 

de este receptor se traduce en la activación y translocación de la proteína 

cinasa C dependiente de Ca2' y diacilglicerol, del citosol a la membrana (Cid y 

Ortega, 1993), lo que implica una ruta de segundos mensajeros. Mediante 

técnicas de hibridación in situ y análisis de "Northern blot' con pruebas de 

oligonucleótidos para los RNA mensajeros que codifican las subunidades del 

receptor tipo AMPA/kainato, se encontró que las células de Bergmann expresan 

los RNA mensajeros para las subunidades GIuR1 (GluRA), GluR3 (GIuRC) y 

GluR4 (GIuRD), pero no expresan la subunidad GIuR2 (GluRB) (Burnashev et 

al, 1992a; López et al, 1994), lo que implica que el canal del receptor tiene una 

gran permeabilidad al Ca2'. Se han hecho registros mediante la técnica de 
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"patch-clamp" en las células de Bergmann, encontrándose que la relación 

corriente/voltaje del receptor de tipo kainato es sigmoide; también se demostró 

una corriente entrante de Ca2* estimulada por kainato y blcqueada por CNQX 

así como por bajas concentraciones de Ca2' externo, lo que confirma que el 

canal del receptor de tipo kainato es permeable al calcio (Müller et al, 1992). 

Receptores tipo NMDA, considerados corno exclusivos de las neuronas, 

se encotraron en células fusiformes de preparaciones de rebanadas de cerebelo 

de ratón. La aplicación de NMDA (1 mM) en estas células generó corrientes 

entrantes, respuesta obtenida también con homocisteato y bloqueada por 

ketamina pero no por CNQX. Utilizando Fura-2, colorante sensible al Ca2", no 

se observó cambio en la concentración interna de Ca2' después de la aplicación 

de NMDA, cambio que sí se observa al aplicar kainato. Los receptores tipo 

NMDA de las células de Bergrnann tienen características funcionales diferentes 

de las que presentan en las neuronas: la relación corriente voltaje es lineal, y la 

respuesta no se modula por glicina ni por Mg2' (Muller eta!, 1993). 

C. Receptores en el Sistema Nervioso 

La comunicación en el sistema nervioso se debe al establecimiento de las 

sinapsis, contactos especializados entre las neuronas. Las sinapsis pueden ser 

de dos tipos: eléctricas y químicas. En el primer tipo la transmisión nerviosa se 

debe al flujo directo de corriente de la neurona presináptica a la neurona 

postsináptica mediante uniones comunicantes (gap junctions). En las sinapsis 
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químicas los neurotransmisores se liberan al espacio sináplico, llegan a la 

neurona postsináptica e interactúan con un receptor en la membrana. Los 

receptores son proteínas y se clasifican por su mecanismo de acción, en 

ionotrópicos y metabotrópicos. 

Los receptores ionotrópicos son complejos de subunidades proteicas que 

al ser activados sufren un cambio conformacional que abre un canal iónico; 

están compuestos por 5 subunidades que se arreglan de manera pentagonal en 

la membrana. Cada subunidad presenta 4 dominios transmembranales, y el 

segundo segmento transmembranal constituye el canal (Nakanishi, 1992). Los 

receptores metabotrópicos están acoplados a las proteínas G, que 

desencadenan una vía metabólica con la producción de segundos mensajeros, 

los cuales pueden actuar sobre un canal o bien sobre enzimas denominadas 

Cinasas de Proteínas. Estas a su vez pueden fosforilar un canal o actuar sobre 

la proteína que regula el canal. Estos receptores consisten de una sola cadena 

polipeptfdica, que tiene 7 dominios transmembranales (Kandel el al, 1991) (Fig. 

3). 

1. Receptores a aminoácidos excitadores 

Los receptores a aminoácidos excitadores son 	los receptores a 

neurotransmisores más abundantes en el sistema nervioso de los vertebrados 

(flames y Henle, 1992). La mayoría de las sinapsis excitadoras en el sistema 

nervioso central usan glutamato corno neurotransmisor y estos receptores están 
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Figura 3. Receptores ionotrópicos y rnetabotrópicos 

A) Los receptores ionotrópicos se activan y abren directamente el canal ionice 

que forma parte del receptor (Al.). Este tipo de receptor está compuesto por 5 

subunidades que se arreglan de manera pentagonal en la membrana. Cada 

subunidad presenta 4 dominios transmembranales, y el segundo segmento 

transmembranal constituye el canal (A2). 

B) Los receptores metabotrópicos están formados por una cadena polipeptídica 

que presenta 7 dominios transmembranales (132). Al estimular un receptor 

metabotrópico, se activa una proteína G, activándose una ruta de segundos 

mensajeros. La proteína G. estimula a la adenilato ciclasa, enzima que produce 

AMP cíclico (AMPc) a partir de ATP (131). El AMPc activa a la cinasa de proteína 

dependiente de AMPc (Cinasa) que fosforila un canal jónico. 

(Tomado de Kandel, 1991 y modificado). 
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implicados en la adquisición de la memoria, el aprendizaje y algunas 

enfermedades neurodegenerativas (Nakanishi, 1992). 

Los receptores a aminoácidos excitadores se han clasificado con base en 

su mecanismo de transducción en ionotrópicos y metabotrópicos. 

a) Receptores lonotrópicos 

Estos receptores se han divido con base en características 

farmacológicas y electrofisiológicas en receptores tipo NMDA y tipo NO NMDA. 

Receptor NMDA. 

Este receptor está formado por un complejo proteico que forma un canal 

catiónico poco selectivo y del que se pueden distinguir farmacológicarnente 5 

sitios diferentes del sitio de reconocimiento al neurotransmisor, a través de los 

cuales se modifica la actividad del receptor (Barnes y Henley, 1992). Los sitios 

en el receptor NMDA, son: sitio de glicina, sitio para antagonistas alostéricos, 

sitio de unión del Mg?* dependiente de voltaje, sitio de unión del Zr:12` 

(Monaghan et al, 1989) y un sitio de unión para las poliaminas (Williams et al, 

1991) Los receptores de NMDA se localizan preferentemente en la corteza, los 

ganglios basales y las área asociadas con los sistemas sensoriales, 

presentando las concentraciones más altas en el área CA1 del hipocampo 

(Monaghan y Colman, 1985). El receptor tiene un peso molecular de 200 KD 

(Tomado de Somohano y López•Colomé, 1990). Por el análisis de unión de 

ligandus al receptor NMDA se ha concluido que hay 2 distintos sitios de unión (o 
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estados) en el sitio de reconocimiento del neurotransmisor, uno que une 

preferentemente agonistas y otro que uno preferentemente antagonistas 

(Monaghan et al, 19(39). 

Johnson y Asher (1987) descubrieron que la glicina incrementa 

notablemente la acción de los agonistas de NMDA, aunque no activa por sí 

misma al receptor; esta estimulación no se inhibe por estricnina, bloqueador del 

receptor inhibidor de glicina. Se ha demostrado que la estimulación provocada 

por la glicina se debe tanto al aumento en la frecuencia de apertura del canal 

del receptor como a una disminución en el tiempo de inactivación del mismo 

(Monaghan et al, 1989). 

El sitio para antagonistas alóstericos, ce localiza en el lumen del canal 

del receptor: se ha visto que la unión de compuestos que se unen a este sitio 

como la fenilciclidina y el maleato de dizocilpina (MK-801) se incrementa por la 

presencia de &tamal° y glicina (MacDonald y Nowak, 1990), por lo que se 

consideran como bloqueadores de canal abierto. 

El Zn2' y el Mg2' bloquean las corrientes producidas por NMDA, al 

interactuar con sitios diferentes del receptor. El Mg2' se une a un sitio en el 

interior del canal y produce un bloqueo dependiente del voltaje, mientras que el 

bloqueo por Zn2* no es dependiente del voltaje y se ha sugerido que existen 2 

sitios de unión para este ión en el exterior del canal (Williams et al, 1991). 

Las poliaminas esperrnina y espennidina potencian la unión de los 

antagonistas no competitivos tales corno el MK-801 y la TCP (Ransom y Stec, 
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1988) y afectan la unjan de ligandos en los sitios de reconocimiento del 

neurotransmisor y de la glicina (Williams et a1,1991). 

El canal jónico que forma el receptor es altamente permeable al 	así 

como al Na.  y al K', esto tiene una importante implicación, ya que los niveles 

intracelulares de Ce?' se alteran al activarse el receptor. Este incremento en 

Ca2' inicia procesos bioquímicos que probablemente se relacionen tanto con la 

plasticidad neuronal como con la muerte celular (Monaghan et al, 1989). 

Mediante técnicas de biología molecular se han donado y expresado en 

ovocitos de Xenopus, los receptores de tipo NMDA. Se ha encontrado una 

familia de estos receptores. La subunidad NMDAR1 posee las propiedades 

características del receptor NMDA como la permeabilidad al calcio, el bloqueo 

por Mg2.  dependiente del voltaje y el sitio para glicina, así como el perfil 

farmacológico que se presenta en las neuronas. Esta subunidad puede formar 

una estructura homoligomérica que produce un complejo canal-receptor 

funcional. Existe otra subunidad, la NMDAR2 de la que existen 4 cadenas 

codificadas por genes diferentes, en las que no se observa una apreciable 

respuesta electrofisiológica a los agonistas del receptor. Por lo anterior se 

piensa que el receptor nativo es heteromérico y que la subunidad NMDAR1 es 

fundamental para la actividad del canal, mientras que los diferentes miembros 

de las subunidades NMDAR2 modulan esta actividad (Nakanishi, 1992). 



-Receptores NO NMDA 

En este grupo se encuentran varios tipos de receptores que tienen en 

común un agonista que es el glutamato, los antagonistas competitivos 6-ciano-

7-nitroquinoxalín-2,3-diona (CNQX) y 6,7 dinitroquinoxalín-2,3-diona (DNQX), y 

su activación no depende del voltaje (Tomado de Somohano y López-Colomé, 

1990; Bettler y Mulle, 1995). Los receptores NO NMDA estan formados por 

subunidades de aproximadamente 900 residuos de aminoácidos y un peso 

molecular aparente de cerca de 100 kDa. El patrón de hidrofobicidad sugiere 4 

dominios transmembranales. Estos receptores se han divido en receptores tipo 

AMPA y receptores tipo Kainato y se han encontrado 4 genes que codifican las 

subunidades del primero y 5 que codifican las subunidades del segundo (Bettler 

y Mulle, 1995). Estas subunidades se han denominado para el receptor tipo 

AMPA: GluR1,GluR2, GluR3 y GIuR4, y para el receptor Kainato; GluR5, GIuR6, 

GluR7, KA-1 y KA-2 (Fig. 4). Los receptores que incorporan las subunidades 

GluR1/-2/-3/-4 presentan propiedades como las de los receptores nativos para 

AMPA. Las subunidades GluR5/-6/-7 y las subunidades KA-1 y KA-2 se 

ensamblan para formar receptores que presentan características de los 

receptores a kainato. Mediante estudios de unión específica en células 

transiectadas se ha comprobado que las subunidades del receptor a kainato no 

tienen afinidad por el 13H1-AMPA mientras que las subunidades del receptor 

AMPA no unen significativamente 13H1-kainato (Werner el al, 1991; Bettler et al, 

1992). Con esta misma técnica se demostró que mientras que las subunidades 
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Figura 4. Relaciones estructurales de las subunidades de los tipos de 

receptores a glutamato clonadas. Las secuencias de las proteínas fueron 

comparadas en los dominios transmembranales. Cada subunidad presentada se 

codifica por un gen diferente. En las familias génicas (numeradas) se agrupan 

las subunidades que están estrechamente relacionadas (Tomado de Dingledine 

y McBain, 1994). 
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GIuR5/-6/-7 unen kainato con baja afinidad, las KA-11-2 lo hacen con alta 

afinidad; estas últimas se han descrito en neuronas. Las subunidades del 

receptor AMPA pueden ensamblarse tanto en configuraciones homoméricas 

como heterornéricas, con propiedades funcionales distintas. Lo anterior se ha 

corroborado en el caso de la subunidad Glu132., que confiere al receptor 

heteromérico la característica de baja permeabilidad al Ce?' (I-iollmann et al, 

1991), mientras que receptores homoméricos y hoteromóricos ensamblados de 

las subunidades GIuR1/-3/-4 son significativamente permeables a Ca''. Esta 

propiedad única de la subunidad se debe al cambio de un aminoácido del 

segundo segmento transmembranal, por un mecanismo de edición que conviene 

el codon CAG (glutamina) presente en los transcritos de GluR1-4, en el codón 

CGG (arginina) que se encuentra en los RNA mensajeros maduros de la 

subunidad GIuR2 (Burnashev el al, 1992b). Receptores sin la subunidad GluR2 

se han encontrado en pequeñas poblaciones celulares: neuronas del 

hipocampo, células bipolares y glia de Müller de la retina y las células de 

Bergmann del cerebelo (Nakanishi, 1992). 

Las subunidades del receptor kainato GluR5 y GIuR6 pueden formar 

receptores homoméricos así como receptores heteromóricos en combinación 

con las subunidades KA-1 o KA-2 (Bettler y Mulle, 1995), 

Proteínas que unen kainato (KBP- kainate-binding protein) con 

secuencias homólogas a las subunidades identificadas en mamíferos se han 

donado en pollo y rana. En comparación con las subunidades del receptor a 
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glutamato, estas proteínas parecen estar truncadas por aproximadamente 250 

residuos de aminoácidos en el extremo amino terminal, La KBP une Hl-kainato 

con alta afinidad, y esta unión se inhibe por agonistas glutainatergicos (Wada et 

al, 1989; Gregor et al, 1989). 

Los receptores AMPA tienen un perfil farmacológico para los agonistas 

diferente del que se observa en los de kainato. Para los receptores kainato 

estudiados por unión do radioligandos el orden en potencia de los agonistas es 

kainato>glutamato>AMPA mientras que para los receptores AMPA es AMPA> 

glutamato>kainato (Dingledine y McBain, 1994). Los receptores tipo AMPA 

(antes denominados quiscualato) se localizan en el área CA1 del hipocampo, 

corteza cerebral, ganglios basales y áreas sensoriales en el sistema nervioso 

central. Los receptores tipo kainato se localizan en el hipotálamo, capas 

corticales profundas, núcleo reticular del tálamo, cuerpos ~dares, núcleo del 

puente y fibras Mossy del hipocampo (Somohano y López-Colomó, 1990). 

b) Receptores Metahotrópicos. 

Estos receptores como ya se mencionó, son proteínas estructurales con 7 

regiones transmembranales, están acoplados a una proteína G, y tienen un 

dominio extracelular largo. 

Se han donado 8 receptores metabotrópicos para glutamato y se han 

denominado mGluR1- mGluR8 (Pin y Duvoisin, 1995). Estudios en rebanadas 

de cerebro, en cultivos de neuronas y cultivos de glia, sugieren que los rnGluRs 
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están acoplados a sistemas de segundos mensajeros como son la activación de 

hidrólisis de losloinosítidos, activación de la fosfolipasa D, incremento o 

disminución en la formación de AMP cíclico, y modulación de canales iónicos 

(Shoopp y Cono, 1993). 

La relación de los mGluR con vías de segundos mensajeros se muestra 

en la tabla siguiente: 

Clona Longitud Vía Electora 

(aminoácidos) 

mGluRlry. 1199 Hidrólisis de fosfcinosítidos 

Aumento en la producción de AMP 	cíclico 

Aumento de ácido araquidónico 

mGluR1f1 906 Hidrólisis de fosfoinosítidos. 

mGluR2 872 Disminución en la producción de AMP cíclico 

mGluR3 879 Disminución en la producción de AMP cíclico 

mGluR4 912 Disminución en la producción de AMP cíclico 

mGluR5 1171 Hidrólisis de fosfoinosítidos. 

mgluRG 871 Disminución en la producción de AMP cíclico 

mGluR7 915 Disminución en la producción de AMP cíclico 

mGluR8 881 Disminución en la pruducción de AMP cíclico 

(Según Schoepp y Conn, 1993; Nakajima et al, 1993; Okamoto et at, 1994; 

Duvoisin el al, 1995) 
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Por sus características, los diferentes mGluRs donados se han 

dividido en 3 grupos. El primero contiene a los inGluR1 y mGluR5 cuyo agonista 

más potente es el quiscuatato. El segundo contiene a los mGluR2 y mGluR3, 

siendo la L-CCG su más potente agonista. Y el tercer grupo abarca al resto do 

los mGluil (4,6,7 y 8) en los que el L-AP4 es el agonista principal. Los grupos I 

y II son sensibles a t-ACPD, no así el grupo III. Otros compuestos que afectan a 

los mGluRs son los derivados de fenilglicina corno son: la MCPG (antagonista 

del efecto de t-ACPD), la (S)3HPG (agonista de los mGluRs acoplados a la vía 

de IPs); la (S)4C3HPG, la (S)3C4HPG y la (S)4CPG son antagonistas para el 

mGluR1, pero son agonistas para el mGluR2 (Pin y Duvoisin, 1995). 

La distribución de los receptores metabotrópicos para glutamato en el 

cerebro es diferencial. Mediante localización in situ se ha encontrado que el 

mensajero para mGluR 1 está concentrado en el giro dentado y áreas CA2.-CA4 

del hipocampo de rata, mientras que el RNA mensajero para inGluR5 esta 

especificamente localizado en las células piramidales de las áreas CA1-CA7 del 

hipocampo y células granulares del giro dentado (Schoepp y Conn, 1993). 

Corno ya se mencionó, los receptores metabotrópicos están acoplados a 

vías de segundos mensajeros. Una de éstas vías es la producción de IP3: al 

interactuar los neurotransmisores con su receptor la proteína G a la que están 

acoplada activa a la fosfolipasa C, que hidroliza al fosfatidil 4,5-bifosfato (PIP2) 

en diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trilosfato (IP3). El DAG activa a la 

proteína cinasa C (PKC), que se transloca del citosol a la membrana y fosforita 
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Ca'' 
Retículo Eittioplásmico 

a proteínas específicas. El IP3  interactúa con receptores específicos en la 

membrana del retículo endoplásmico de dónde el Ca?' es liberado al citosol, 

aumentando así las concentraciones intracelulares de Ca'' (Agranoff y Fisher, 

1994) (Fig. 5). 

Figura 5. Producción de IP3  (Tomado de Agranoff y Fisher, 1994 y modificado). 
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H. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVO 

Los receptores para neurotrasmisores no son exclusivos de las neuronas; 

se ha visto que las células gliales presentan receptores para glutamato y DABA, 

entre otros (Barres, 1991). Esto implica que la glia tiene la capacidad de 

responder a los estimules externos, aunque de manera diferente a como lo 

hacen las neuronas. 

Las células de Bergmann (glia radial del cerebelo), presentan una 

disposición particular en la arquitectura del cerebelo, atravesando la capa 

molecular de la corteza cerebelar. Los procesos de estas células envuelven a la 

sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje (Sornogy et al, 1990) 

por lo que se ha sugerido una participación de la glia de Bergmann en la 

dinámica de esta vía de comunicación (Teichberg, 1991). 

Se han identificado receptores ionotrópicos a aminoácidos excitadores en 

las células de Bergmann (Müller y Kettenmann, 1995). Aunque se ha 

demostrado la presencia de receptores metabotrópicos en astrocitos (Barres, 

1991), en la glia radial del cerebelo no se han localizado. 

La hidrólisis de fosfoinosítidos está asociada a los receptores 

metabotrópicos a glutamato mGluR1 y InGluR5 (Schoepp y Conn, 1993), sin 

embargo, en las células de Müller, glia radial de la retina, se sugiere que los 

receptores ionotrópicos son los responsables de la síntesis de fosfatos de 

inositol (López-Colomé et al, 1993). 
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El objetivo de este trabajo os demostrar la presencia de receptores 

metabotrópicos a glutamato acoplados a la hidrólisis de fosfoinosítidos en las 

células de l3ergmann y caracterizarlos farmacológicamente. Estos datos 

permitirán establecer una comparación con los receptores a aminoácidos 

excitadores en neuronas, y tratar de esclarecer la función de la glia radial en el 

proceso de la neurotransmisión. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

A. Cultivo de las células de Berginann 

Las células de Bergmann se cultivaron según el método descrito por 

Ortega y col. (1991). Se obtuvieron los cerebelos de embriones de pollo de 15 

días, se cortaron en pequeños trozos y se incubaron en medio Puck (NaCI 8 gil, 

KCI 0.40 g/', CaCl2  0.012 gil, MgSO4  0.154 g/I, NakiPO4  0.39 gil, KI -121)04 

0,159/1, Glucosa 1.10 g/I, NaHCO3  0.35 g/! y Rojo de fenol 0.005 g/1) con tripsina 

0.125% y ()Nasa a 0.1%, para disociar el tejido. El medio de Puck se retiró por 

decantación y se sustituyó por medio Eagle, modificación de Dulbecco, con 10% 

de suero bovino fetal, glutamina 2mM y 0.2% de antibióticos (50,000 ti de 

penicilina, 50 mg de streptomicina, 5000 U de nistatina/m1 de solución stock) y 

DNasa 0.1%. En este medio se trituró el tejido por aspiración con una pipeta 

Pasteur y se pasó por una mafia del no. 21. La masa celular triturada se dejó 

sedimentar por 10 minutos, se tomó el sobrenadante y se descartó el sedimento. 

El sobrenadante se centrifugó a 3000 rpm por 10 minutos. El botón que se 

obtuvo se resuspendió en el medio Eagle, modificación de Dulbecco' (sin 

DNasa). Se cuantificó el número de células con un contador Coulter Modelo 

ZB1 (Coulter Electronics, Inc.), y se comprobó su viabilidad por el método de 

exclusión con azul de Tripano (Adams, 1988). La suspensión celular se diluyó a 

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

Ver apéndice. 
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36min de diámetro y se incubaron a 37''C y 5% de CO2  (Figura 6). Durante 7 

DIV (días in vitro), 

Las células de los cultivos fueron identificadas corno células de 

Bergmann, ya que los cultivos fueron inmunopositivos para el anticuerpo 

monoclonal de la proteina que une kainato (KBP), para el anticuerpo de la 

vimentina y para el ligando de alta afinidad kainil-albúmina sérica bovina para el 

receptor a glutamato tipo kainato (Corno se reporta en Ortega el al, 1991). 

B. Medición de los fosfatos de inositol-H]. 

Cultivos primarios confluentes de células de Bergmann con 7 DIV, se 

incubaron en presencia de 2pCi de mio-inositol-13H1  (precursor del fosfatidil 

inositol 4,5- bifosf ato) por 16-24 horas, a 37°C. Al final de la incubación se 

eliminó el medio y los cultivos se lavaron 3 veces con 1.5 ml de Pingar Krebs 

Bicarbonato (RKB) que contenía NaCI 118 mM, KH2f304  1.2 mM, KCI 4.7 rnM, 

CaCl2  2.5 mM, Nai1CO2  25 mM, glucosa 5.6 mM y LiCI 10 mM. Posteriormente, 

cada cultivo se incubó con 1.5 ml del RKB 10 mM durante 10 minutos, para 

inhibir con el Li' a la monofosfatasa, que convierte al IP, en inositol. Después de 

ese tiempo se añadieron los antagonistas y agonistas. En el caso de los 

antagonistas, 10 minutos antes que los agonistas para bloquear su efecto. El 

tiempo de estimulación tué 30 minutos. Al finalizar el período de incubación con 

los antagonistas y/o agonistas, el medio se eliminó por aspiración. Se añadió un 

mililitro de CloroformolMetanol (1:2) a cada pozo para parar la reacción, y 
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después de 20 minutos, las células se levantaron por fricción con un agitador de 

vidrio y se colectó la suspensión. Los pozos se lavaron con 0.75 rrrl do agua y 

0.5 ml de cloroformo sucesivamente, y se juntaron los extractos. La mezcla se 

agitó y centrifugó a 1000 g por 10 minutos. Se colectó 1 ml de la fase superior 

acuosa, se diluyó con 2 ml de agua, y se aplicó a columnas con 0.5 g de resina 

Dowex AG1-X8 (forma formiato). La columna se lavó sucesivamente con 10 ml 

de myo-inositol 5 mM, con 10 ml de una solución de formiato de sodio 00 mM y 

tetraborato de sodio 5 mM, y finalmente con 2 ml de formiato de amonio 1 M y 

ácido fórmico 0.1 M, para eluir los fosfatos de inositol 	IP2, 	(Berridge et 

al, 19133). A los eluados se les añadió 10 ml de Tritosol y la radiactividad se 

cuantificó en un contador de centelleo liquido (Fricke, 1975). 

De cada experimento se determinó la cantidad de proteína de 2 

multipozos, por el método de Lowry et al (1951). 

C. Reactives. 

El mio-inositol 	(Actividad Especificar,  20-23.45 Ci/mmol) fué de 

DuPont NEN Research Products, los agonistas y antagonistas de los receptores 

a aminoácidos excitadores empleados fueron de Trocris-Cookson, excepto 

glutamalo, kainato y nifedipina que fueron de Sigma y el MK-001 obtenido de 

Research Diochemicals International. El suero bovino fetal, los antibióticos, la 

Dnasa, el myo-inositol, el formiato de sodio, el tetraborato de sodio, el ácido 

fórmico, el formiato de amonio se obtuvieron de Sigma. El medio E.agle 

modificación de Dulbocco se obtuvo de Gibco MI Life Technologies. 
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Figura 6. La fotografía muestra a un cultivo representativo de células de 

Bergmann, con 4 días in vitro (DIV); a esta edad se pueden ver los límites 

celulares. Los cultivos se incubaron en medio Eagle, modificación de Dulbecco, 

a 37eC con 5% de CO2. Aumento 20X. 



IV. RESULTADOS 

A. Acumulación de IPs-113  producida por agonistas de receptores a 

glutamato 

Se presenta el efecto de los agonistas de los diferentes subtipos de 

receptores a glutamato, sobre la hidrólisis de losfoinositidos en la glia radial del 

cerebelo (glia de t3ergmann), en cultivos primarios confluentes de 7 DIV. Las 

células se estimularon con agonistas a dos concentraciones, 1 mM y 200 pM, 

por 30 minutos a 37°C. El orden de eficiencia obtenido a una concentración de 

1 rnM fué: L-glu (81%)>L-asp (80%)>OA (66%)>NMDA (48%)>KA (43%)>t-ACPD 

(32%) (Gráfica 1). El perfil de eficiencia a 200 pM fué el mismo L-glu (63%)>DA 

(53%)>NMDA (47%)> KA (32%)>t-ACPD (21%); el porcentaje de estimulación 

sobre el nivel basa) fué ligeramente menor que a 1 mM (Gráfica 2). El L-asp sólo 

se probó a una concentración de 1 mM, debido a que es un agonista general de 

los receptores a AEE, El agonista general del receptor metabotrópico, t-ACPD, 

lijé el menos eficiente. El NMDA, agonista de uno de los tipos de receptores 

ionotrópicos, tuvo la misma eficiencia a ambas concentraciones. 

Para determinar la potencia de los agonistas en la producción de IlPs 1-13 j 

se hicieron curvas dosis-respuesta, a partir de las cuales se calculó el orden de 

potencia: NMDA (EC50.3.1 pM)>L•glu (EC50.14.8 pM)>KA (EC50=52.3 lIM)>QA 

(EC50=53.7 IiM y Etbo--.69.2 nM)>t-ACPD (EC50.160 pM). El tiempo de 

estimulación fué de 30 minutos a 37°C (Gráficas 3-7). 
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Gráfica 1. Efecto de agonistas (1mM), sobro la producción de fosfatos 
do inositol en cultivos primarios de cólulas do Bergmann. El orden de eficiencia 
1.-glutarnato 	n=12)=1-asp (n.-.2)>QA (n.,5)>NMDA (n.10)> 
KA (11.6)>I-ACPD (n=7). El tiempo de estimulación fuó de 30 minutos. 
Cada experimento fue realizado por triplicado. Los resultados so expresan 
corno la media 3, ES. 
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Gráfica 2. Efecto do agonistas (200pM) sobre la producción do fostalos de 
inositol en cultivos primarios de células de t3ergmann. El orden de oticioncia 
fuó L•glu (n.10)>CIA(r.3)>NMDA (n.21)>KA (n,=3).-.f•ACP0 (n.5). 
Cada oxporimanto se realizó por triplicado. El tiempo de estimulación fue do 
30 minutos. Los resultados son la media j. ES. 
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Para ver el tiempo en que se empiezan a producir los fosfatos de inositol, 

así como, el tiempo en que se tiene una estimulación máxima se hizo una curva 

de tiempo. La producción de fosfatos de inositol en células de Bergmann se 

observó desde 1 minuto de incubación con NMDA 200 pM, con 18 `)/0 de 

estimulación sobre el nivel basal, alcanzando un máximo a los 20 minutos con 

49% de estirnulación (Gráfica 8). 

B. Efecto de antagonistas de los receptores a giutamato en la hidrólisis de 

fosfoinosítidos 

Para determinar las características farmacológicas del receptor implicado 

en la producción de fosfatos de inositol (IPs-H3) en cultivos de células de 

Bergmann, se estudió el efecto de antagonistas sobre la estimulación producida 

por NMDA (200 IN) y L-glutamato (200 0M). 

El CPP (200 pM), antagonista del sitio del neurotransmisor del receptor 

de tipo NMDA bloqueó totalmente el efecto del NMDA (Gráfica 10): la 

estimulación provocada por L-glutamato sólo se afectó parcialmente, 

dismunuyendo 54% (Gráfica 11). Al investigar el efecto de otro antagonista del 

mismo tipo, se encontró que a una dosis de 200 pM el AP5 inhibía totalmente la 

estimulación provocada por NMDA (200 pM), mientras que no tuvo efecto sobre 

la estimulación por 1...-glutamato (Gráficas 10 y11). 
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El MK•t301 es un bloqueador do canal abierto del receptor NMDA y en las 

células de l3ergmann inhibió totalmente tanto la estimulación con NMDA como la 

estimulación por L-glutamato (Gráficas 10 y 11). 

Como ya se mencionó, se han identificado receptores tipo AMPA/kainato 

funcionales que permiten la entrada de calcio y se bloquean por antagonistas 

del tipo de las quinoxalinas. Para ver si la hidrólisis de fosfoinosítidos estaba 

relacionada con este receptor, se probó la DNQX (50 pM) que bloqueó en un 

47% el efecto de NMDA (200 liM), y un efecto poco significativo sobre el 1-

glutamato (200 irM) (Gráficas 10 y 11). El AP3 (200 JIM) antagonista no 

competitivo (Tomado de López-Colomé eta!, 1993) o agonista parcial (Schoepp, 

1993) en los receptores metabotrópicos de glutamato, no tuvo efecto sobre la 

estirnuación provocada por L-glulamato (200 pM) (Gráfica 11). 

Recientemente se han sintetizado agonistas y antagonistas del receptor 

metabotrópico de glutamato (Walkins y Collingridge, 1994). Con el fin de ver si 

el receptor relacionado con la activación de la fosfolipasa C, era sensible a 

estos compuestos, se investigó si la MCPG considerada como antagonista, 

afectaba la hidrólisis del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato. Los resultados muestran, 

que la MCPG (250 ItM) no inhibió el efecto de los agonistas L-glu (200 IrM) y 

NMDA (200 pM) en las células de f3ergmann; por el contrario se observa un 

incremento en la estimulación provocada por los agonistas (Gráficas 10 y 11). 



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

de IPs 

 

Agonista 

NMDA 

L-glu 

IKA 

QA 

   

EC50 (pM) Estimulación máxima 
(% de estimulación) 

48 t4.4 

81 ±5 

32 ±6 

66 1:8 

     

3.1 

14.8 

52.3 

53.7 

     

     

0.0692 23.5 

 

t-ACPD 

    

160 32 1:2.3 

        

Los resultados de la eficiencia están en porcentaje de estimulación sobre el 
nivel basal, y son la media tES. El número de experimentos realizados fué: 
NMDA (N-metil-D-aspartato), n=10: L-glu (L-glutamato), n=12; KA (kainato), n=6; 
QA (quiscualato), n.5 y t-ACPD (1-aminociclopentano•1,3-dicarboxilato), n=7. 
Cada experimento se hizo por triplicado. La curva de concentración de los 
agonistas, abarcó un intervalo de 1 x 10.7  -1x10 3  M. Los resultados son el 
promedio de por lo menos 3 experimentos realizados por triplicado. 
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C. Efecto del calcio 

La regulación de la concentración de calcio en el citoplasma es de gran 

relevancia, ya que se sabe hay proteínas que dependen para su activación de 

concentraciones precisas de este ión. De hecho la fosfolipasa C, la enzima 

responsable de la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato para producir IP3  y 

DAG, se activa por el incremento en la concentración de este catión. Con el 

propósito de ver si el calcio está relacionado con la producción de fosfatos de 

inositol en las células de Bergmann, se estimuló con NMDA 200 fIM en ausencia 

de calcio externo, agregando el quelante EDTA (1 mM), así como MgSO4  

(1.17 mM) para evitar el daño celular producido por la remoción de Ca24 . Se 

observó que en estas condiciones el NMDA no estimuló la hidrólisis de PIP2  

(Gráfica 9), en contraste con la estimulación de 47% inducida por este agonista 

en presencia de Cae' (Gráfica 2). 

D. Bloqueadores de canales de Calcio 

Puesto que la hidrólisis de PIP2  inducida por NMDA, depende de Cae` 

externo (Gráfica 9) se trató de establecer el tipo de canal de Cae' relacionado 

con el fenómeno. Con este fin se estudió el efecto de bloqueadores específicos 

tanto de canales de calcio de la membrana como de aquellos que controlan 

pozas intracelulares. 
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Gráfica 9. Electo do inhibidores do canales do Ca2'. Los bloqueadores 
do caldo se añadieron 10 !Din antes quo ol NMDA (200pM). Las dosis 
onpleadas fueron: Dantrolono, 3011M (n=2); Tapsigargina, 1011M (n=2); 
Nifedipina (NFD), 10pM (n=2) y Voraparril (VPM), 10pM (n=4). El medio 
sin Caz' contenta Mg2' (1.17mM), EDTA (1mM). Cada experimento so 
realizó por triplicado y el tiempo do estimulación fue do 30 min. Los datos 
son la inedia ±ES. 
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Gráfica 10. Farmacología de la estimulación por NMDA (20011M, n=21). El AP5 
(200pM,11.2), el CPP (2000, n.5) y el MK-801 (5pM, n=4) bloquean la respuesta 
inducida por NMDA. La DNQX (500M, n=5) bloquea parcialmente y la MCPG (250pM, 
n=4) aumenta el electo de NMDA. Los antagonistas so añadieron 10 min. antes que el 
agonista. El tiempo de Estimulación fuá de 30 min. Cada experimento so realizó por 
triplicado, Los datos son la media ± ES. 
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Cada experimento so realizó por triplicado y (filiaren° do estimulación 
loó do 30 rrnin. Los datos son la inedia +ES. 
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La estimulación por NMDA 200 pM no se afectó por Nifedipina (10 iiM), 

bloqueador de los canales do calcio tipo L, ni tampoco por Veraparnil (10 jiM) 

que es un bloqueador de los canales de calcio tipo T. 

Por lo que respecta a bloqueadores de canales de calcio de pozas 

intracelulares, se investigó el efecto del Dantroleno. Este compuesto inhibe 

específicamente la liberación de calcio inducida por calcio sin afectar la 

liberación de calcio mediada por IP3; por otra parte, inhibe la interacción de la 

ryanodina pero no la de IP3  con los sitios de unión en membranas intracelulares. 

En las células de Bergmann, no afectó la síntesis de fosfatos de inositol 

producida por NMDA. 

La Tapsigargina bloquea las ATPasas de calcio, produciendo la salida 

do calcio de pozas intracelulares sensibles a IP3, además de inhibir la receptora 

de calcio por el retículo. La Tapsigargina (10 pM) agregada a cultivos primarios 

de células de Bergmann, 10 minutos antes que NMDA (200 pM) aumentó en 2.8 

veces la estimulación provocada por el agonista en presencia de calcio, y 

produjo una estimulación de 25% sobre el nivel basa! de IPs en ausencia de 

calcio (Grafica 9). 
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V. DISCUSION 

En la glia de Bergmann se ha encontrado receptores para aminoácidos, 

de dos tipos: receptores a glutamato tanto del tipo AMPA/kainato como de 

NMDA, y receptores a GAGA (Müller y Kettenmann, 1995). En este trabajo 

encontramos que el glutamato y otros agonistas de los aminoácidos excitadores 

estimulan la hidrólisis de PIP2  en estas células. El perfil farmacológico de esta 

estimulación sugiere la participación tanto de receptores ionotrópicos de tipo 

NMDA, como de receptores metabotrópicos, con características diferentes de 

las descritas en neuronas, asi como en las células de Müller, otro tipo de gtia 

radial de origen astrocítico (Müller y Kettenmann, 1995; López-Colomé et al, 

1993). 

a) Receptores lonotrópicos. 

Encontramos que en las células de Bergmann el agonista más eficiente 

es el L-Glu (Gráfica 1), debido probablemente a su interacción con todos los 

subtipos de receptores, dado que se trata de un agonista general. Sin embargo, 

el NMDA es el agonista más potente, y el t-ACPD, aunque estimula 

significativamente es el menos potente (Gráfica 3), seguido por el KA (Gráfica 7) 

y el QA (Gráfica 6). En concordancia con la presencia de receptores de tipo 

NMDA, el AP5 y el CPP, antagonistas del sitio del NMDA, así como el 

bloqueador del canal del receptor MK-601, inhibieron la estimulación inducida 

por el NMDA. 
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La estimulación por L-glu, sin embargo, no se inhibe en presencia de AP5 

como sería de esperarse, sino únicamente en forma parcial (54%) por CPP y 

totalmente por el MK-801. Una posible explicación para este resultado seria que 

el L-glu al activar los receptores metabotrópicos, simultáneamente a los NMDA, 

pudiera modular a estos últimos aumentando la afinidad del sitio del agonista, o 

bien disminuyendo la afinidad del sitio del antagonista. La activación de los 

receptores metabotrópicos daría como resultado la formación de IP3  y DAG 

(Schoepp y Conn, 1993); este último activa a la proteína cinasa C (PKC) de 

manera sinérgica con el calcio, el que podría entrar a través del canal de los 

receptores NMDA al ser estimulados por glutamato. Esta enzima a su vez podría 

catalizar la losforilación de las subunidades del receptor NMDA e incrementar 

su función (Schoepp y Conn, 1993). La activación del canal del receptor tipo 

NMDA por fosforilación, se ha demostrado en experimentos en que la activación 

de la proteína cinasa C por ésteres de forbol, resulta en una potenciación de la 

despolarización provocada por NMDA en la médula espinal de rata (Gerberg et 

al, 1989). La activación fisiológica de la PKC por agonistas del receptor u-

opioide (Chen el al, 1991) o por la activación del receptor metabotrópico a 

glutamato (Kelso et al, 1992) produce efectos similares a los obtenidos con 

ésteres de forbol. Aunque la evidencia citada sugiere la potenciación de la 

actividad del receptor NMDA por la PKC, el mecanismo preciso por el que la 

cinasa altera al receptor NMDA no se conoce (McBain y Mayer, 1994). 
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Por otra parte, también se ha demostrado que la activación de mGluRs 

con t-ACPD en neuronas del estriado, atenúa tanto la amplitud como la duración 

de las respuestas excitadoras inducidas por NMDA (Colwell y Levine, 1994). 

Asimismo, se ha demostrado que los receptores ionotrópicos AMPA/KA se 

modulan por losforilación, y la forma fosforilada tiene menor capacidad de 

interacción con el antagonista CNQX (Lanius et al, 1993). 

b) Receptores metabotrópicos. 

La estimulación de la hidrólisis de IPs por t-ACPD, permite proponer que 

además de los receptores de tipo NMDA, las células gliales de Bergmann tienen 

receptores metabotrópicos ya sea de tipo ntGluR1 o bien mGIuR5, ya que 

ambos tipos se relacionan con la hidrólisis de IPs. El perfil farmacológico de los 

agonistas apoya esta hipótesis, ya que el 0A (Gráfica 6) es más potente que el 

t-ACPD (Gráfica 3). En cuanto a los antagonistas, el AP3 no bloqueó la 

estimulación por L-glu, sin embargo, el mecanismo de acción de este compuesto 

no se conoce, y su efecto varía desde antagonista no-competitivo hasta 

agonista o antagonista parciales, dependiendo de la preparación (Schoepp y 

Conn, 1993). Por otra parte, este compuesto tampoco inhibe a los mGluRs 

acoplados a IP en otro tipo de glia radial, las células de Müller de la retina 

(López-Colomé et al, 1993). 

El desarrollo de antagonistas y agonistas específicos de los tipos de 

receptores permite discriminarlos espacial, temporal y funcionalmente, lo que es 

de gran importancia para el conocimiento del funcionamiento de las diferentes 
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áreas del sistema nervioso. Recientemente se han sintetizado antagonistas y 

agonistas más específicos de los receptores metabotrópicos de glutamato, 

derivados de la fenilglicina. La (RS)-a-metil-4-carboxifenilglicina (MCPG), se ha 

caracterizado como un antagonista del inGluR 1 (Watkins y Collingridge, 1994) 

tanto en células de ovario de Hamster chino (CHO) transfectadas con el 

mGluR1u, por análisis de la movilización de calcio intracelular debida ala 

aplicación de 1S,3R-ACPD, como en rebanadas de hipocampo de rata donde la 

MCPG revierte la inhibición producida por el 1S,3R-ACPD (Bashir el al, 1993). 

También es un antagonista selectivo y competitivo de los mGluRs respecto a la 

estimulación de hidrólisis de fosfoinosítidos por t-ACPD y la respuesta 

electrofisiológica despolarizante inducida, por t-ACPD en neuronas talámicas de 

cerebro de rata y motononeuronas de la médula espinal (Eaton et al, 1993). Los 

receptores metabotrópicos representan una familia de receptores acloplados a 

proteínas G. Se han aislado 8 donas de receptores metabotrópicos para 

glutamato (mGluRs) que se han agrupado con base en la sensibilidad que 

presentan por algunos agonistas. Así se distinguen 3 grupos: en el grupo I so 

localizan los mGluR1 y mGluR5, de los que el agonista mas potente es el 

quiscualato; el grupo II comprende a los mGluR2 y 3, siendo la 2s,1's,2's-2-(2-

carboxiciclopropil) glicina (L-CCG) el agonista más potente para este grupo. Los 

receptores de los grupos I y II son sensibles a t-ACPD. El grupo III esta 

representado por los mG1u114, mGluR6, mGluf17 y mGluR8, y su agonista más 

potente es el L-2-amino-4-fosfonobutanoate (L-AP4) (Pin y Duvoisin, 1995). La 

56 



síntesis de nuevos compuestos nos ayuda a una mejor discriminación de estos 

receptores, pero, en relación con los derivados de la fenilglicina Thoreson y 

colaboradores (1995) han demostrado recientemente que el efecto de estos 

compuestos no es el mismo en diferentes regiones y tipos celulares. Así, la 

MCPG que se ha clasificado como un antagonista de la despolarización por 

1S,311-ACPD en la médula espinal, no lo es en los receptores L•AP4 de la retina 

o en los mGluR4 clonados. Con base en esos datos podría proponerse que el 

receptor metabotrópico en las células de Bergmann fuera del tipo insensible a la 

MCPG ya que no se observó un bloqueo en la producción de fosfatos de inositol 

inducida por L-glutainato y NMDA en cultivos primarios de las mismas (Gráficas 

10 y 11). 

Aunque todavía carecemos de evidencia directa para afirmarlo, 

suponemos que estos receptores pertenecen al tipo mGluR5, ya que mediante 

hibridación in situ e inmunocitoquímica en rebanadas de cerebro, se ha 

demostrado que los mGluR1 se localizan únicamente en neuronas (Martin et al, 

1992; Gores et al, 1993); adicionalmente, los mGluR5 son relativamente 

insensibles a la MCPG (Roberts, 1995), como fue el caso de nuestra 

preparación. 

Demostramos en este trabajo que, la estirnulación de la hidrólisis de 

fosfoinosítidos estimulada por ME requiere de la presencia de calcio externo 

(Gráfica 9). Este Ca' podría entrar a las células a través del canal del receptor 

y posteriormente, de manera indirecta, a través de la activación de las cinasas 
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correspondientes, por canales sensibles al voltaje. En las células de Bergmann 

los receptores del tipo AMPlVkainato son permeables al calcio, y la respuesta 

provocada por estimulación con kainato se bloquea con CNOX. Sin embargo, la 

participación de este tipo de receptor en la hidrólisis de losfoinosítidos en 

nuestra preparación no queda clara, ya que la DNOX no bloquea la estirnulación 

de la hidrólisis de PIP2  inducida por L-glutamato. Nuestros datos sugieren, en 

cambio, que el Ca24  podría entrar a través de los receptores de tipo NMDA. En 

los astrocitos, se han descrito dos tipos de canales de Ca2*: un canal que se 

activa a -60 mV, de inactivación rápida y dependiente de voltaje, y otro que tiene 

un umbral de activación de -30 mV y de inactivación lenta. Estos dos tipos de 

canal comparten las propiedades de los canales de Cae' T y L, respectivamente, 

que se han descrito en muchos otros tejidos (Barres et al, 1990), 

Con el fin de determinar la participación de tipos específicos de canales 

de Ca21, se estudió el efecto del verapamil y la nifedipina, bloqueadores do los 

canales tipo T y tipo L, respectivamente. Puesto que estos compuestos no 

afectaron la estimulación por NMDA (Gráfica 9), se infiere que algún otro tipo 

de canal podría estar involucrado en el proceso, como podrían ser los de tipo N 

(l3owman et al, 1992), o bien algún canal inespecífico activado por tensión 

(Sontheimer, 1994). Nuestros resultados apoyan la sugerencia previa (Müller y 

Kettenmann, 1995), de que las células de Bergmann carecen de canales de 

Ca2+  sensibles a voltaje. Sin embargo, en astrocitos de diferentes regiones del 

SNC (linea celular a la cual pertenece la glia de Bergmann), se ha comprobado 
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la presencia de canales de Cae` tanto de tipo T corno de tipo L (Barres, 1990), 

mismos que no se observan en preparaciones de astrocitos en cultivo (Barres, 

1989). 

Se podría pensar quo no hubo estimulación al aplicar NMDA debido a la 

presencia de magnesio en el medio en los experimentos realizados en ausencia 

de calcio, con el fin de evitar daño celular; sin embargo, se ha demostrado que 

el receptor tipo NMDA en las células de Bergmann tiene características 

diferentes a las de sus homólogos en neuronas, ya que la actividad de los 

receptores de NMDA no se modula por magnesio (Müller et al, 1993). 

El IP3, producto de la hidrólisis del PIP2, es un segundo mensajero que 

provoca la salida de calcio del reticulo endoplásmico (RE), al interactuar con un 

receptor específico en el mismo. Para determinar la participación del calcio 

procedente de pozas intracelulares en el aumento de concentración de IPs, se 

probó el efecto del Dantroleno y la Tapsigargina. El Dantroleno, que bloquea la 

salida de Cae' del RE por canales de calcio sensibles a Cae' y bloqueados por 

ryanodina, no modificó la estimulación por L-glu (Gráfica 9). La Tapsigargina es 

un inhibidor general de las ATPasas de calcio encargadas de la recaptura del 

ión por el RE (Charles et al, 1993). Al inhibirse, aumenta la concentración 

citoplásmica de calcio, ya que adicionalmente hay una salida de Ca24  del RE, 

que corresponde a la poza liberable por IP3. En nuestra preparación la 

tapsigargina aumentó 26% la hidrólisis de IPs, probablemente debido a la 

activación de la PLC por el aumento de calcio citoplásmico (Grafica 9). 
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Los resultados que aquí so describen demuestran quo el glutamato y 

algunos do sus análogos pertenecientes al grupo de los aminoácidos 

excitadores, inducen la hidrólisis de fosfoinosítidos de la membrana a través de 

la estimulación de receptores específicos. Por la evidencia obtenida hasta el 

momento, sugerimos que estos receptores pertenecen al grupo de los 

ionotrópicos tipo NMDA, así como al de los metabotrópicos sensibles a t-ACPD, 

los cuales podrían actuar en forma coordinada. 

Experimentos futuros empleando nuevos agonistas y antagonistas de 

cada tipo de receptor, así como el uso de técnicas de biología molecular para 

identificar las cadenas que los componen, permitirán aclarar más a fondo los 

mecanismos y la función de los receptores a AAE en células de la glia radial, y 

la posible participación de estas células en la modulación de la 

neurotransmisión. 
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VI. CONCLUSIONES 

La hidrólisis de fosfoinosítidos se activa por agonistas de los receptores a 

aminoácidos excitadores, de tipo ionotrópico (sensible a NMDA y KA), así como 

do tipo metabotrópico (sensible a t-ACPD), en las células de Dergmann del 

cerebelo, en cultivo, con el siguiente orden de potencia: QA >NMDA> L-glu > KA 

QA » t-ACPD. 

Las características farmacológicas de la activación de la hidrólisis de 

fosfoinosítodos, difieren de las encontradas en neuronas y en la glia radial de la 

retina. La estimulación inducida por NMDA, se inhibe por antagonistas del 

receptor NMDA (CPP y AP5) y por un bloqueador de canal (MK-801): la 

inducida por L-glu se inhibe por los antagonistas de NMDA y débilmente por los 

de AMPNKA (DNQX). Los antagonistas (MCPG y AP3) del receptor 

metabotrópico no tuvieron efecto sobre la estimulación inducida por L-

glutarnato. 

La estimulación requiere de calcio externo y no está relacionada con 

canales de calcio tipo T y L, ya que los bloqueadores Verapamil y Nifedipina no 

tuvieron efecto. La Tapsigargina estimuló la hidrólisis de fosfoinosítidos. 

La localización de las células de Bergmann en el cerebelo, sugiere que 

podrían modular la sinapsis glutamatérgica que se establece entre las fibras 

paralelas y las células de Purkinje, a través de la activación de los receptores 

ionotrópicos y metabotrópicos acoplados a la hidrólisis de fosfoinosítidos. 



VII. APENCIDE 

Medio Eaglo Modificación do Dulbecco 

LrIg/I 
CaCI, 200.00 
Fe(NO3)•91-120 0.10 
KCI 400.00 
MgSO4  97.67 
NaCI 6400.00 
NaH2PO4•H20 125.00 
D-glucosa 4500.00 
Rojo de fenol 15.00 
L-Arginina 84.00 
L-Cisteina 63.00 
L-Glutamina 584.00 
Glicina 30.00 
L-Histidina 42.00 
L-Isoleucina 105.00 
L-Leucina 105.00 
L-Lisina 146.00 
L-Metionina 30.00 
L-Fenilalanina 66.00 
L-Serina 42.00 
L-Treonina 95.00 
L-Triptofano 16.00 
L-Tirosina 104.00 
L-Valina 94.00 
D-Ca pantotenato 4.00 
Cloruro de colina 4.00 
Acido fálico 4.00 
i-inositol 7.20 
Niacinamida 4.00 
Pirodoxal 4.00 
Tiamina 4.00 
Riboflavina 	 0.40 
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