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RESUMEN

La linea R 110 fue obtenidaa partir de un tumor celular de cortezacerebral

humana.Su origen oligodendrocíticoha sido demostradopor su inmunopositividada

proteínabásicade mielina (MBP) y vimentina(Matutey cols, 1992).Tal origen estade

acuerdocon la presenciade corrientesde potasiodel tipo de rectificador de entrada

(Igm) y de rectificador retardado(1>), y no expresarcorrientesde sodio dependientesde

voltaje (INa).

Mediante técnicas electrofisiológicasse demostró la expresiónde receptores

funcionales de glutámico del tipo kainato. Dada la variabilidad en la amplitud de las

respuestasregistradasy la heterogeneidadpoblacional se realizó un subclonaje por

dilución infinita con el fin de seleccionaraquellascélulas que expresabanestetipo de

receptores.

Estas células presentaronrespuestasrápidamente desensibilizantesante la

aplicación de glutamato, kainato y quiscualatoy parcialmentedesensibilizantesante

domoato. No se observaronrespuestasa otros agonistasglutamatérgicos(AMPA y

NMDA), ni a otrosagentesneurotransmisores(Gly, GABA y Ach).

El receptorde glutámico expresadopor la línea celular R 110 fue activadopor

glutamato y kainato de forma dosis dependientecon EC50 de 335 pM y 15 ia~M,

respectivamente.En presenciade agonista, el receptor sufrió una rápida y completa

desensibilizaciónsiguiendo un curso temporal monoexponencial(TJ E 20 ms). La

recuperacióndesde el estadodesensibilizadode la respuestade este receptor siguió

igualmenteun curso monoexponencialcuya velocidadvarió segúnel agonistautilizado

(treJ 3.6 5 y tree 13.7 s paraglutamatoy kainato,respectivamente).

Las respuestasa kainato presentaronuna relacióncorriente-voltaje(11V) con una

marcadarectificaciónde entrada.En algunoscasosse observóuna curva 11V con doble

rectificación.
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AunqueAMPA fue incapazde generarrespuestaspor si sólo, actuó como un

antagonistapoco potenteal coaplicarlo con kainato. Los antagonistasde receptor de

AMPA, CNQX y GYKI 52466 inhibieron las respuestasde kainato aunquecon poca

potencia(1C50 de 38.5 pM y 281 piM para CNQX y GYKI 52466, respectivamente).

Ciclotiazida(CTZ), un moduladoralostéricode los receptoresde AIvIIPA, no modificó

las respuestasa kainato. Por el contrario, ConcanavalinaA (ConA) redujo la

desensibilizacióndel receptor potenciandola respuestaal pico aproximadamenteun

70%. El colorante Azul de Evans (ER) presentó un efecto diferente según se

perfundieranaltaso bajasconcentracionesde kainato. En presenciade concentraciones

saturantesde kainato, este colorante siemprebloqueó las respuestas.Sin embargo,

concentracionesmenoresde kainato causaronpotenciacióno inhibición de la respuesta

segúnla concentraciónde EB perfiindida. Independientementedel efecto causadoen la

célula, estecompuestosiempredisminuyóel gradode desensibilizacióndel receptorde

kainato.

En muestrasde la líneaR 110 y mediantela técnicade RT-PCR, únicamentese

pudo amplificar la subunidadGIuR6. Las subunidadesdel receptorde kainato GIuR5,

GIuR7, KA1 y KA2, asi como las subunidadesGIuRI-4 del receptorde MvIPA no

fueron detectadas.Sin embargo,estassubunidadessi pudieronamplificarse al utilizar

muestrasde cerebrode rata. El estudio molecularindicó que el grado de edición del

RNA de la subunidadGIuR6 fUe múltiple, observándoseque el dominio M2 únicamente

existe en su forma no editada(GIuR6(Q)), mientras que ambasposibilidades(formas

editadasy no editadas)sonposiblesen el dominio Ml.

Los estudios de permeabilidad a calcio indicaron escasa pero no nula

permeabilidadde los receptoresde kainatoexpresadosen estalíneacelularaesteión.

Aunque el papel de estos receptoreses oscuro, en la línea R 110 se observó

mortalidadcelular tiempo dependienteasociadaa la exposiciónal agonista.El aumento

del tiempo de exposiciónal agonistaprodujoun incrementodel porcentajede mortalidad

celular. Estosresultadosimplicaríanal receptorde kainatoen fenómenosexcitotóxicos,
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anteriorínenteLigadosexclusivamentea la activaciónde otrosreceptoresionotrópicosde

glutámico.
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En el sistemanervioso central (SNC) de los vertebrados,la mayoríade las sinapsis

excitadorasutilizan ácidoglutámico como neurotransmisor.Mediantela activaciónde sus

receptoresel ácidoglutámicono sólo mediala transmisiónsinápticarápida,sino quetambién

participaen la maduraciónde las conexionessinápticasy en el crecimientoy la estructuración

celular,actuandoen estepunto comoun auténticofactor trófico. Además,puedeconllevarla

generacióndefenómenosplásticosdelargaduración,comoocurreconla variaciónporel uso

de la eficacia sináptica(LTP, LTD), así como degeneracióny muerte celular en procesos

neurológicosagudos o crónicos, cuando su concentraciónse encuentraanormalmente

elevadaenel líquido extracelular,aunqueseaduranteun breveespaciode tiempo.

Los receptoresde glutámico se han dividido en dos grandes superfamilias: los

receptoresmetabotrópicosy los receptoresionotrópicos. Al activarse, los receptores

metabotrópicos(mGluRs) regulan la síntesisde segundosmensajerosintracelulares,como

IP3, cAN’IP o cGMIP (pararevisiónver: Pm y Duvoisin, 1995).Estasuperfamiliaestáformada

por ocho genesdiferentes(mGluRl.8), cadauno de ellos puedengenerardistintosniRNA

por ayustamientoalternativo (Nakanishi, 1992). En base al nivel de conservaciónde su

secuenciaaminoacídica,sehan subdivididoen tresgrupos(Nakanishi,1992),soportadospor

sus respectivosmecanismosde transducción(adenil-ciclasa(AC), fosfolipasa C (PLC))

(I-Iayashi y cols, 1992), que coinciden con los propuestosfarmacológicamenteen basea su

diferenteafinidadpor análogosdel ácidoglutámico.

Por el contrario, los receptoresionotrópicos(iGluRs) se caracterizanpor formarun

canal catiónico, con diferente selectividadiónica segúnel tipo de receptor,que permite la

permeaciónde Na
4, K~ y Ca2~ (Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). Estos

receptoresen basea sus distintaspropiedadesfarmacológicasy biofisicassehan subdividido

entressubtipos: receptoresdeNMDA, receptoresde AMPA y receptoresde kainato.

—4—



INTRODUCCIÓN

Clásicamentese ha incluidobajo el nombrede receptoresno-NMDA alos receptores

AMPA y kainato, al no disponerde agonistasy/o antagonistasselectivosque permitieransu

diferenciación. Con anterioridadal clonaje de las primeras subunidadesdel receptor de

kainato, la noción de que estos receptorespudieran ser diferentes estuvo basadaen

experimentosde unión de radioligandos,queindicabanla presenciade sitios de unión de alta

afinidad para[H]kainato con una distribución diferentea la encontradapor [‘H]AMPA en

cerebrode rata,asícomoal diferentepatrónderespuestaobservadoelectrofisiológicamente.

Sin embargo,mediantetécnicasde biologíamolecularsehan identificado al menos9

subunidadesrelacionadas,queseagrupanen dosfamilias: GIuR1-4 (GIuR.A-D) denominadas

según el laboratorio que las clonó (Boulter y cols, 1990 y Keinánen y cols, 1990,

respectivamente)formanla familia de los receptoresde AMPA y GIuRS-7junto con KM y

KM. la familiade los receptoresde kainato. En ratay ratónexisten2 subunidadeshuérfanas

6-1 y 6-2, queno generansitios de unión ni forman canal iónico (Lomeli y cols, 1993). La

complejidadmolecularde los receptoresdeglutamatoseve incrementadaporla existenciade

diferentes isoformasgeneradaspor ayustamientoalternativo del RNA, así como por la

edicióndel pre-ruRNA(Hollmanny Heinemann,1994).

Las subunidadesde unamismafamilia mantienenentresí un gradode identidaden su

secuencíaaminoacídicamayor que entre las subunidadesde familias diferentes. Así, los

receptoresde AMPA presentanun 30-36% respectoa los receptoresde kainato y las

subunidadesGIuR5-7un 44%respectoa las subunidadesKA1 y KA2 (Mishina y cols, 1993;

Sommery Seeburg,1992;Nakanishi,1992;Hollmanny Heinemann,1994).

Dentro de cada familia, las subunidadespueden formar canales homo o

heteroligoméricos,que presentandiferentes propiedadesfUncionales dependiendode las

subunidadesimplicadasen la formación del canal (Hollmann y Heinemann,1994; Bettlery

Mulle, 1995). Por ejemplo, la presencia de la subunidad GIuRE editada suprime la

permeabilidada calcio del receptorde AMPA formado(Humey cols, 1991).

Experimentos de inmunoprecipitación, utilizando anticuemos específicos, y

electrofisiológicos en sistemasde expresión heterólogacon drogas que afectan a las
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propiedadesde desensibilizaciónde los receptores(Patneauy Mayer, 1991; Raman y

Trussell, 1992; Huettner, 1990; Wong y Mayer, 1993; Partiny cols, 1993; Patneauy cols,

1993; Yamaday Tang, 1993), han sugerido que las subunidadesde AMPA y kainato no

forman canalesmixtos, sino receptoresindependientes,que puedenser activadospor los

mismosagonistasy expresarseenlas mismascélulas(Craig y cols, 1993; Lermay cols, 1993;

Patneauy cols, 1994; Puchalskiy cols, 1994).

Las distintas subunidadesde los receptoresde glutámicoestánformadaspor cadenas

polipeptídicasglicosiladas compuestaspor unos 900-1300 aminoácidoscon un peso

molecularaproximadode unos100 KDa. Se suponequelos receptoresestánformadospor

cincosubunidades,es decir,presentanunaestructurapentamérica(Ferrer-Montiely Monta],

1996). A diferencia de los mGluRs, el análisis de hidrofobicidad detectaen todas las

subunidadesla presenciade cuatro segmentoshidrofóbicos (M1-M4), que predicenotros

tantos segmentostransmembrana(Keinánen y cols, 1990). Sin embargo este modelo

ínícialmentepropuesto,basadoen el ampliamenteconocidodel receptornicotínico (Unwin,

1993), ha sido abandonadoal ponerseen evidenciaqueel segmentoM2 no cruzatotalmente

la membrana(ver más adelante).Por consiguiente, las subunidadesde los receptores

¡onotrópicosde glutámicopresentanunaestructuracomúncon tresdominiostransmembrana

(Mi, M3 y M4), y uno cismembrana(M2) en forma de horquilla, con el extremoamino-

terminal extracelulary el carboxi-terminalintracelular(Hollmann y cols, 1994; Bennetty

Dingledine, 1995).

La localizaciónextracelulardel segmentoqueuneM3 y M4 ha sido confirmadapor

distintos resultadosexperimentalescomo la fosforilación observadaen lugaresprevios al

segmentoM3 (Raymondy cols, 1993;Wangy cols, 1993), la glicosilaciónde la subunidad

GIuR6 nativaentrelos segmentosM3 y M4 (Rochey cols, 1994;Tavernay cols, 1994) o la

acción a este nivel de moduladoresextracelularescomo esperminao ¡rl (Sullivan y cols,

1994). Esta localizaciónimplica una disposiciónintracelulardel dominio carboxi-terminal,

coherentecon los resultadosexperimentalesobtenidos en estudiosde fosforilación del

dominio carboxi-tenninalen receptoresrecombinantesde glutámico (Tingley y cols, 1993) y

con la conservacióndel patrón de glicosilación tras la delección del segmentoM2, que
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demuestrala disposicióncismembranade estesegmento(Wo y Oswald, 1994), y ratifica el

modelocon tresdominiostransmembrana.

Numerososdatosindicanquelos aminoácidosdel segmentoM2 estánimplicadosen

la formacióndel poroiónico y determinanla selectividadiónicay la relacióncorriente-voltaje

de los distintosreceptoresglutamatérgicos.En los receptoresde AMPA, estosparametros

están reguladospor el residuo localizado en la posición 586 de la subunidad GIuRE,

denominadositio Q/R. En una posición homóloga existe en el receptor NMDA una

asparragina(14), que controla su permeabilidad a Ca2~. Mediante experimentosde

mutagénesisdirigida se ha demostradoque la sustituciónde estosaminoácidosproduceun

cambio de las propiedadesdel canal (Humey cols, 1991; Burnashevy cols, 1992a).En los

receptoresno-NMDA la presenciade unou otro aminoácidosedebeaun procesode edición

del RNA. El fenómenode edición provocael cambio de un nucleótido en la secuenciadel

RNA, lo que origina variantes molecularesde la misma subunidad. En este caso, por

desaminaciónde la adenosina(A) se generauna¡nosína(1) (Egebjergy Heinemann,1993;

Egebjergy cols, 1994).Estehechodeterminala presenciaen el mRNA del codónCIG que

coditicaparaarginina (R) en la versión editadaen el sitio Q/R (posición586 para GIuRB y

621 paraGIuR6) del dominio cismembranaM2, en lugardel codón CAG que codificapara

glutamina (Q) en la versiónno editada.Partedel segmentoprevio aMl y posteriora M3 se

postulancomo sitios de unión parael ácido glutámico (O Haray cols, 1993; Stem-Bachy

cols, 1994).Mutacionespróximasa los dominiospropuestosconfirmanestaidea(Uchino y

cols, 1992).

Los receptoresde AMPA median la mayoría de la transmisión sinápticarápida

excitadora en el sistema nervioso central de vertebrados. Cuando son activados por

glutamato o AMPA muestrancorrientes rápidamentedesensibilizantes,mientras que la

aplicación de otros agonistas, como kainato o domoato, produce respuestas no

desensibilizantes.Clásicamenteseles ha adscritounabajapermeabilidada ionesdivalentes.

La identidad entrela secuenciade las subunidadesdel receptorde AMPA es de

aproximadamenteun 70%. Cada subunidad puede presentardos variantes moleculares

denominadasFLIIP y FLOP, en una región de 38 aminoácidoslocalizadapreviamenteal
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segmentoM4 (Sommery cols, 1990). Estas isoformas otorganal receptor propiedades

farmacológicasy cinéticasdiferentes(Sommery cols, 1990). La versión FLil> de todas las

subunidadesseexpresapredominantementeantesdel nacimientoy permaneceinvanablea lo

largodel desarrollo,mientrasquelasformasFLOP aumentanapartir del día 8 postnatal.Ello

sugierequeestaisoformapuedacorresponderal receptoradulto (Monyery cols, 1991).Las

versionesFLIiP exhibenmenorgrado de desensibilización(Sommery cols, 1990; Partiny

cols, 1993) y son mássensiblesamoduladorescomola ciclotiazida(Partiny cols, 1994).

El incrementode subunidadesGluRiB(R) respectoGIuRA y GIuRC duranteel

desarrollo postnatal plantea la posibilidad de que el número de receptoresde AMPA

permeablesacalcio disminuyaen funciónde la edad(Durandy Zukin, 1993). La existencia

de un alto porcentajede heterooligómerosque contienenla subunidadGIuRB(R) es una

posibleexplicaciónde la bajapermeabilidada calcio encontradaen los receptoresde AMPA

en cerebroadulto. Sin embargo, se han descrito ciertos tipos neuronalesque expresan

receptoresde AMPA permeablesa iones de calcio (Lino y cols, 1990; Bumashevy cols,

1992b; Lerma y cols, 1994). Estascélulaspodríanregular la producciónde la subunidad

GIuRB(R) y, por tanto, controlarla cantidadde calcio quepuedeentraral interior celulara

travésde estosreceptores(Jonasy cols, 1994).

Las subunidadesdel receptorde kainato GIuR5-7 presentanun 70% de identidaden

su secuencia,mientras que las subunidadesKAI y KA2 alcanzanun grado de identidad

mayor(80-90%).Existenvariantesestmcturalesde estassubunidadesgeneradasporedición

del mRiNA en el sitio Q/R del segmentoM2, presenteen las subunidadesGIuR5 y GIuR6

(Sommery cols, 1991; Kóhlery cols, 1993).En la subunidadGIuR6 ademásse encuentran

otros dossitiosmás,susceptiblesde seralteradosporedición. El sitio isoleucina-valina(11V)

y tirosina-cisteina(Y/C), localizadosen el segmentoMl (Kóhler y cols, 1993) relacionados

con la permeabilidada calcio (Burnashev,1996;Egebjergy Heinemann,1993;Kóhler y cols,

1993). El porcentajede mRNAs editadosaumentadurante el desarrollo, encontrándose

aproximadamenteun 35% y un 75% de subunidadesGIuR5 y GIuR6 editadasen el adulto

(Bernardy Khrestchatisky,1994;Sommery cols, 1992).

Los receptoreshomooligoméricoscompuestospor las subunidadesGIuR5 y GIuR6

forman canalestbncionales.Las subunidadesKM y KA2 puedencoensamblarsecon las
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subunidadesanteriores formando canales heterooligoméricosfuncionalmente diferentes.

Recientemente,seha demostradoque la subunidadGIuR7 no forma canalesfUncionalesen

sistemasde expresión,asícomopuedeasociarseconotrassubunidadesproduciendocambios

funcionales (Schiffer y cols, 1997). Los receptoreshomoméricos GIuR6 dan lugar a

respuestastotalmentedesensibilizantescuando son activados por glutamato, kainato o

quiscualato,y parcialmentedesensibilizantesfrente a domoato. Por el contrario, son

totalmente insensiblesa AIvIPA (Sommer y cols, 1992; Egebjerg y cols, 1991). Los

receptoreshomoméricosformadospor subunidadesGIuRS muestranunarespuestaa kainato

parcialmentedesensibilizantey presentanciertasensibilidada AIvIPA (EQ0 3 mlvi> (Bettler

y cols, 1990; Huettner, 1990). Los heteroméricosGIuR5-KA2 se desensibilizanmás

rápidamenteque los receptoresGIuRS homoméricosaún cuando siguen mostrandoun

componenteestacionario.La combinaciónGIuR6-KA2 origina receptorescon sensibilidada

AIvIPA, quegenerarespuestaspocodesensibilizantes(Herby cols, 1992).

Sehan encontradoreceptoresfUncionalesde kainatoen neuronasde hipocampoen

cultivo (Lerma y cols, 1993; Wilding y Huettner, 1997),en neuronasdel ganglio de la raiz

dorsal(Huettner, 1990), en neuronasganglionaresdel trigémino (Saharay cols, 1997)y en

precursoresgliales (Patneauy cols, 1994).Fueradel sistemanerviosotambiénseha descrito

presenciade tránscritosparasubunidadesde receptoresde kainatoen los islotespancreáticos

(Weavery cols, 1996). Aunque por el momentose desconocesu función, estos sistemas

podríanparticipardel desarrollocerebraly tomarparteen algunasfUncionesneuroendocnnas

(Wisden y Seeburg, 1993; Weaver y cols, 1996). Recientemente,sin embargo, se ha

demostradosu participaciónen la modulaciónde la liberaciónde ácidogamma-aminobutírico

(GABA) principal agenteneurotransmisorinhibidor del SNC (Rodríguez-Morenoy cols,

1997).

Los receptoresde NIvIDA secaracterizanpor requerirglicina como coagonistapara

activar el canal (Johnstony Ascher, 1987;Lermay cols, 1990),ser altamentepermeablesa

calcio (Aschery Nowak, 1986)y presentardependenciade voltaje debidaa un bloqueodel

canal por el magnesioextracelular (Mayer y cols, 1984; Nowak y cols, 1984). Estos

receptoresson susceptiblesde modulación tanto por agentesendógenoscomo exógenos

(Lovinger y cols, 1989; Manzoni y cols, 1992; Lenna, 1992), y su papel en fenómenos
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plásticos(Bliss y Collingridge, 1993; Malenkay Nicolí, 1993) y degenerativos (Choi, 1988;

Olney, 1990) estábien establecidoen la actualidad.

Las cincosubunidadesdel receptorde NMDA se puedendividir en dos subfamilias:

NMDARI y NMDAR2. Segúnsu secuenciaaminoacidica,las subunidadesde la subfamilia

NMDAR2 presentanun 40-50%deidentidadentresí. Al compararlascon las subunidadesde

la subfamiliaNMDAR1 esta relación disminuye hastael 18% y respectoa otros iGIuRs

todavíaesmenor(12-18%)(Mishinay cols, 1993).

La subfamilia NMDAR1 estáformadasólo por un gen del que se generansiete

¡soformasdiferentespor procesamientoalternativode su mRNA. La subfamilíaNMDAR2

está fonnadapor cuatro subunidades(NR2A-D), que no presentanisoformas salvo en la

subunidadNR2D (Ishii y cols, 1993). Aunquela subfamiliaNMDAR1 puedeformarcanaies

homoméricoscuandose expresaen oocitos de Xenopus,esteresultadono sereproduceen

líneascelularesni se ha descritoen el SNC. Existenevidenciasde quesólo se puedenformar

receptoresfuncionalescuandoéstosincluyen la subunidadNR] más uno o varios tipos de

subunidadesNR2. Laspropiedadesfuncionalesdel receptorvariansegúnquésubunidadNR2

seensamble(Monyery cols, 1992).

RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS EN LAS CÉLULAS GLIALES

Mediantecriteriosmorfológicose inmunocitoquimicosse puedendistinguir distintos

tipos de células gliales: macroglia (astrocitos, oligodendrocitosy células ependimarias),

microglía,progenitores(célulasO-2A), y célulasespecíficascomola glía de Bergmann(BG),

célulasde Múller o las célulasde Schwann.

A las célulasglialesclásicamenteseles haatribuido un papelpasivo,comocélulasde

soporte, facilitadoras de nutrientesy factores tróficos, encargadasde mantener el pH

extracelulary la homeostasisiónica, no interfiriendoen el circuito neuronal.Actualmentese

les atribuye un mayordinamismo. Así, las célulasgliales dependiendodel tipo celular, área

cerebraly estadode desarrollopueden expresarvirtualmentetodos los canalesvoltaje- y

ligando-dependientesencontradosen neuronas(pararevisiónver: Barresy cols, 1990; Gallo
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y Russell, 1995). La constanciade diferentescanalesiónicos encontradosen los distintos

tipos celulares gliales sugiere aún una mayor diversidad funcional. Por ejemplo, en

oligodendrocitosse puedecorrelacionarla apariciónde la corrienterectificadorade entrada

(Igr.m) conla maduracióndeestascélulas(Barresy cols, 1990).

La diversidadde canalesunido a la proximidad anatómicay a las relacionesneurona-

glla y glía-glíageneranespectativasde que estascélulaspuedanrecibir, emitir y/o modular

respuestas.En la actualidad, la función mejor demostradaen las células gliales es la

regulaciónde los nivelesde potasioextracelulardurantela actividadneuronal,mediantedos

mecanismosde regulación:el tamponamientoespacialy la acumulaciónde potasio.Algunos

canalesde potasio(I~) estánimplicadosen esteproceso(Barresy cols, 1988; Sontheimer,

1994), y la activación de receptoressensiblesa GABA o a glutamatopodríanmodularel

sistema. Las células gliales debido al acoplamiento eléctrico y a la formación de sincitios

electrotónicos, mantienen la homeostasis extrayendoel excesode iones desde la zona

activada a las célulasadyacentes(Nedergaard,1994).Aunqueestoselogramayoritariamente

atravésde la redastrocitaria,los oligodendrocitostambiénparticipanen estafUnción, aunque

su papelesmenosrelevanteporsermenorsu gradode acoplamiento(Ransomy Kettermann,

1990).

La función de los receptoresactivadospor glutamatoen las célulasgliales in si/ii es

puramenteespeculativa.Se han estudiadolas propiedadesde estos receptoresen cultivos

primariosde astrocitos(indiferenciados,tipo 1 y tipo II), oligodendrocitosy precursores(O-

2A) (para revisión ver Gallo y Russell, 1995). Tambiénse han utilizado lineas celulares

primarias,comola líneaCG-4de origenoligodendrocítico(Louisy cols, 1992),quepresenta

receptoresAIVIPA no editadosy receptoreskainatoeditados,y queha servidocomomodelo

parael estudio de las propiedadesfuncionalesde los oligodendrocitosduranteel desarrollo

(Patneauy cols, 1994). Igualmentese han estudiadoalgunaslineascelularesobtenidasde

tumores(R 111) que tambiénparecenexpresaralgunostipos de receptoresglutamatérgicos

(Matutey cols, 1992).

La primeraevidenciade quelos aminoácidosexcitadoresdepolarizandirectamentela

membranade las célulasgliales por activaciónde los iGluRs y no por activaciónde sistemas
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de transporteelectrogénícosfue obtenida en cultivos de astrocitosde cerebrode rata

(Bowman y Kimelberg, 1984). Estudios electrofisiológicos posterioresen cultivos de

astrocitostipo II demuestraninequívocamentedistintas respuestasante la aplicación de

glutamato u otros agonistas glutamatérgicos,ratificando la existencia de receptores

funcionales.La amplitud de las distintascorrientesfue similar a la observadaen neuronas

(Usowiczy cols, 1989).La sensibilidada glutamatode las célulasglialesparecevariarsegún

la regióncerebralimplicada.Así, sólo un 6% delos astrocitoscorticalespresentanrespuestaa

AMPA, frenteal 24%delos localizadosen hipocampo(Glaumy cols, 1990).

La corrientegeneradaen células gliales en cultivo por aplicación de glutamatoes

debidaa la activaciónde los receptoresAMPA y/o kainato,ya queestascélulasno presentan

receptoresNMDA funcionales(Usowiczy cols, 1989; Gallo y Russell, 1995).Sin embargo,

enla glia de Bergmannsehanencontradonivelessignificativosde expresiónde mRNA de las

subunidadesNRI y NR2B del receptorNMDA, aunqueeste hecho no estáasociadoa la

presenciade canalesNMDA funcionales,desconociéndoseel significadode dichaexpresión

(Luquey Richards,1995).

Mediante técnicasde medición de calcio en cultivos de astrocitosidentificados

antigénicamente(Comelí-Belí y cols, 1 990a;van denPol y cols, 1992), sedemuestraquelas

depolarizacionesde la membranaproducidaspor aplicación de distintos agonistasde los

receptores de AMPA y kainato se correlacionan con aumentos transitorios de la

concentraciónde calcio intracelular.Estefenómenoasi como su transmisióndesdela célula

excitadaa las células adyacentes,puedeserbloqueadopor antagonistasselectivosde los

receptoresno-NMDA (Cornelí-Belí y cols, 1990a; Holzwarth y cols, 1994). Se ha

demostradoque esta señal se transmite por la red astrocitica a través de uniones

comunicantes(“gapjunctions”) formadasporla conexina43 (Giaumey cols, 1991).

Igualmente,se ha observadoen astrocitostipo 1, pero no en astrocitostipo II, un

aumento en el recambiode fosfatil-inositol (PI) y movilización del calcio intracelularen

respuestaa glutamato,hechoque sugierela existenciade receptoresmetabotrópicosen este

tipo de células(Pearcey cols, 1986; Holzwarthy cols, 1994).La activaciónde los receptores

metabotrópicosgliales se ha propuestocomo señal para la diferenciaciónde astrocitos.A
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travésde estosmecanísmos,el glutamatoinduceun efectoantiproliferativoen célulasque se

encuentranentrela faseG0 y G1 del ciclo mitótico, perono durantela fase 5 (Nicoletti y cois,

1990), produciéndoseuna reorganizaciónde los filamentos de actina y la formacióndel

filopodio (Cornelí-Belíy cols, 1 990b).Esteefecto no se ha detectadopor activaciónde los

receptoresionotrópicos(Nicoletti y cols, 1990).

EXCITOTOXICIDAD

La sobreexcitaciónde los receptoresglutamatérgicosproducedegeneracióny muerte

celular (Choi, 1988; Olney, 1989). Estemecanismose hapostuladocomo una de las causas

subyacentesa los desórdenesneurológicosy enfermedadesnerviosas.Excitotoxicidadesel

término originariamenteutilizado por Olney (1986) para definir la habilidad del ácido

glutámicoy otrosaminoácidosexcitadoresestmcturalmenterelacionadoscon él, paradestruir

neuronas.Aunquetodos los receptoresglutamatérgicos(GluRs) puedenestarimplicadosen

el proceso,no participande igual maneraen estefenómeno. Un pulso de 5 minutos de

NtvIDA produce muerte celular dependientede calcio. Una breve exposición a kainato

producehinchazóncelulargeneralizadaperoescasamuertecelular,y la mismaaplicaciónde

AMPA no provoca ningún efecto. Sin embargo,cuando la exposición a estosúltimos

agonistasesde mayorduración,ambossonpotentesneurotóxicos.De hecho,un pulso de 24

h de kainato 10 MM produceuna extensamuertecelular en cultivos de neuronascorticales

(Choiy cols, 1988).

La excitotoxicidadenun cultivo deneuronaspuedeserseparadaen doscomponentes

en base al tiempo y a la dependenciaiónica (Choi, 1987). El primer componentese

correspondecon un hinchamiento celular minutos despuésde la exposición debido a la

entradade iones Na y Cl que arrastranagua (Olney y cols, 1986; Choi, 1987). Este

hinchazón no es necesanamenteletal, y puede ser minimizado por otros agentes

depolarizantes,como solucionesde alto K~ o veratridina.La mayoríade las célulaspueden

recobrarsu equilibrio y sobrevivir. El segundocomponenteproducedesintegracióncelular

tardía, horasdespuésde la aplicacióndel agonista.El calcio extracelulares el responsabledel

procesoy determinala severidaddel daño inducido por el agonista(Garthwaitey Garthwaite,

1986;Choi, 1985).
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Los cultivos gliales son menos vulnerables a la excitotoxicidadque los cultivos

neuronales.La menorsensibilidadsepuedeexplicarpor la ausenciade receptoresNMDA, la

menordensidadde receptoresno-NMDA y/o la mejor regulaciónde los nivelesde calcio

intracelular.La aplicación de calcio o quiscualatoproducegliotoxicidad, mientrasque la

inyección sistémicade kainato o glutamato sólamenteproduce hinchazón célular. En

astrocitoscorticalesse ha observadoturgencia celular tras la aplicación de glutamato,

aspartatoy quiscualato,perono traskainato(Chany cols, 1990).La importanciadel cambio

del volumen astrocitario radica en la modificación del volumen del espacioextracelular

alrededorde las neuronas,quepuedemodularla actividadneuronal.

La neurotoxicidadmediadapor glutamatoha sido asociadaa una elevaciónanormal

en la concentracióndel calcio intracelular, Estahipótesis podríaexplicarseen un modelo de

tres estados(Choi, 1990).En el primero (inducción),la sobreestimulaciónde los receptores

glutamatérgicosprovocaríaen neuronasun desarreglointracelularpotencialmenteletal por

entradade Ca2+, Na4,C1 y aumentode IP
3 y diacilgílcerol, y en particular,por sobrercargaen

la concentraciónde calcio intracelular.En unasegundafaseestostrastornoscelularespodrían

aumentar su intensidad implicando a otras células adyacentes(amplificación), por

modificacionesen la relacióndel calcio intracelularlibre y ligado, y/o por la activaciónde

algunas familias enzimáticas como la proteína kinasa C, enzimas reguladoras de

calmomodulinay fosfolipasas.La activación de mGluRs también puedenparticipar en el

procesoiniciando cascadasde segundosmensajeros.Estos cambiosvarian la eficacia y la

excitabilidaddel circuito de unaformaduradera,Finalmente,la “expresión”de la toxicidad

incluiría aquellosprocesosdirectamenteresponsablesde la desintegraciónneuronal,esdecir,

las consecuenciasfinales de la activación en la fase anteriorde las cascadascitotóxicaspor

enzimas catabólicas.La producción de radicales libres puede ser otra vía importantede

expresión por interferir en la homeostasisdel calcio, activar alguna de las cadenas

anteriormentemencionadase iniciar algunosprocesosdestructivoscomo la peroxidaciónde

lípidos. El aumentode glutamatoestá retroalimentadopor la formaciónde radicaleslibres,

pudiéndoseproducir un daño excitotóxico adicional (Pellegrini-Giampietroy cols, 1988;

Dawsony cols, 1991).
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Así pues,la excitoxicidadper sepuedeversecomola convergenciade diferentesvías

en un proceso común que determina la muerte celular. La muerte celular provocada por

excitotoxicidad puede presentar las dos formas de muerte morfológicamentedescritas:

necrosis y apoptosis. La muerte celular por necrosís ocurre cuando las células sufren un

estímulo intenso que modifica sus condicionesfisiológicas normales,y dalia su membrana

plasmática. Se caractenza por pérdidade la homeostasis,hinchazóncelulary delas organelas

intracelulares,desintegraciónde las organelas,floculación de la cromatinay lisis celular

completasin formación de vesículas.Bioquimicamente,el procesose realiza sin gasto

energéticoy la fragmentaciónde la cromatinaseproducedespuésde la lisis celular. Estetipo

de muertese ha identificadoen la patogeniade enfermedadesasociadascon muerteneuronal

por hipoxia-isquemia,hipoglicernia,ect.

La apoptosis,por el contrario, estáasociadaa la renovaciónfisiológica de célulasy

tejidos. Seproduceen célulasaisladasy puedeserinducidao inhibidamediantela activación

de diversosgenes(Shi y cols, 1992; Sentmany cols, 1991).Lascélulaspresentanunaseriede

cambiosdegenerativosque incluyen agregaciónde la cromatina,condensacióncelular y

nuclear con vacuolizacióncitoplasmática(cuerpos apoptóticos),aunque se mantienela

integridad de sus organelasy de su membrana. lii vivo, los cuernos apoptóticos son

rápidamentereconocidosy fagocitadospor macrófagoso célulasepitelialesadyacentes,no

existiendo una respuestainflamatoria evidente. In vi/ro, éstos constituyen los últimos

fragmentoscelularesvisibles. Bioquíínicamente,el hechomásdestacadoes la degradacióndel

DNA genómicoy los cambiosirreversiblesque seproducenantesde perderla integridadde

la membrana celular (fragmentación prelitica del DNA). En algunos sistemas esta

fragmentaciónha sido observadacomoresultadode la activaciónde endonucleasasnucleares

dependientesde Ca2 y Mg2~. Estasenziínasse unen selectivamenteal DNA entreunidades

nucleosomales,generando fragmentos ¡nono y oligonucleosomalesde DNA. Estos

fragmentosaparecenen un gel de agarosaformando una caracteristicaescaleracon los

peldañosseparadospor unos200 pb (Wyllie y cols, 1980),o 50 kb (Walker y cols, 1993).El

tipo y la extensiónde la fragmentaciónde DNA puedevanar. De hecho,se han observado

evidenciasmorfológicas de apoptosisen diversas situacionesdonde no era detectablela

degradacióninternucleosomaldel DNA (Walkery cols, 1993).
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OBJETIVOS

1.- Establecimientoy mantenimientode una línea celular que expresereceptoresde

kainato.

2.- Caracterización molecular y funcional de los receptores de kainato en esa línea.

3.- Determinacióndel grado de implicación de los receptoresdekainato en procesos

de muertecelular.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1.- CULTIVOS CELULARES

Tanto el cultivo de las diversaslíneas celularescomo los cultivos primarios se

realizaronen condicionesde esterilidad,utilizandounacampanade flujo vertical. Los medios

y materialesutilizados fueron estériles. Todas las células se crecieron en un incubador

humidificadoa 370Cy conunaatmósferade5% de CO
2.

Li.- CULTIVO DE LA LINEA CELULAR RilO

La línea celular R 110 generadapor Matute y colaboradores(1992), llegó al

laboratorioen un ratón desnudoportadordel glioma. Parala obtenciónde estascélulasse

siguió el métododescritopor Hockfieldy cols (1993), ligeramentemodificado.

Tras el sacrificio de un ratón desnudoportadordel glioma se extrajo el tumor en

condicionesde esterilidad.El tumor se disgregómecánicamentey seincubócon tripsina tipo

1 (100 mg/mI) durante 10 minutos. Una vez lavada la tripsina, el maceradose pasó

sucesivamentea través de agujas de calibre decrecientepara obteneruna suspensiónde

célulasaisladas.El resultadosecentrifUgó (5’) a 1.000 rpm. El pellet se resuspendióen

medio de cultivo, permitiéndosesu decantación.El material decantadose sembró en un

frascode cultivo (frasco 1). Esteprocesoserepitió 3 veces,disminuyéndosela velocidadde

centrifugación(800y 500 rpm, respectivamente).Los dos primerosfrascosse mantuvieron

hastaquesecomprobóqueel frasco3 progreséadecuadamente.

En los diezprimerospaseslas célulasde la líneaR 110 se mantuvieronen medio de

cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementadocon suero fetal bovino

inactivado(10%),suerode caballoinactivado(6%), glutamina(2mM), penicilina (100UL’mi)

y estreptomicina(100 ugl¡ni) En pases sucesivosse redujo el suero de caballo hasta

eliminarlo del medio. En estascondicioneslas célulasse desarrollaronadecuadamente.Tras
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30 paseslascélulassiguieronconservandosuscaracterísticasmorfológicas.

Las células se levantaron de los frascos de cultivo cuando presentaron un 80% de

confluencia.En los primerospasesla adherenciacelular fue mayor y seutilizó tripsina para

despegarías.En pasessucesivosse conseguióel mismo resultadoutilizando una solución

compuestapor PBSy EDTA 5mM. La viabilidad celularsevaloró con azul de tripanoy fue

mayordel 87%. Las célulassesembraronen frascosde cultivo, placasPetri 35 mm o placas

multipocillos sin tratarsegúnel experimento.

Parasu almacenamientolas célulasde la líneaR 110 secongelaronen una solución

compuestapor dimetilsulfóxido (DMSO) y suerofetal bovino (1:10), y semantuvierona -

700C.Las célulassedescongelaronen suerofetal bovino, se centrifugarondurante5 minutos

a900 rpm, y se resuspendieronenel medio decultivo anteriormentedescrito.

1.2.-SUBCLONAJEDE LA LINEAR 110POR DILUCIÓN INFINITA

Parael subclonajede la líneaR 110 sesiguió el métododescritopor Hockfield y cols

(1993),con ligerasmodificaciones.

Las célulasselevantarondel frasco de cultivo, como seíndicó en el punto anterior,y

se obtuvo la suspensiónde células a subclonar.Con la ayuda de un hemocitómetro,se

determinóel númerode célulasde la suspensión,diluyéndoseunaalícuotade estascélulasen

medio de cultivo a unaconcentraciónde 100 células/mly otrade 5 células/ml. Sesembróla

mitad de una placa de 96 pocillos (200 gí/pocillo), con cadauna de las concentraciones,

encontrandoen promedio según la dilución, una o cinco células por pocillo. Tres días

después,se revisaron los pocillos y se descartaronaquellos que presentaronnumerosas

colonias,seleccionándoseaquellosdondese observaroncoloniasúnicas.

Dos semanasdespuésdel subclonaje, las células formaron una monocapa.Los

pocillos seleccionadosseexpandierontras permitir la confluenciay secongelaronparasu

almacenaje.
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La morfología de los clones alsados fUe semejante a la de sus parentales,

predominandolas célulasfusiformessobrelas poligonales.Ninguno de los clonesobtenidos

presentóunaúnicamorfología,aunqueprocedierande pocillos dondesólamenteseobservara

unacolonia.

1.3.-CULTIVO PRIMARIO DE NEURONASDE HIPOCAMPO

Los cultivos de neuronasde hipocampo se prepararonsiguiendoel protocolo de

Bankery Goslin (1991),con ligerasmodificaciones.

Los hipocamposprocedentesde cerebrosde embrionesde ratasWistarde 17 díasse

disecarony lavaronen unasoluciónsalina(PES)con glucosa,incubándosea continuaciónen

PBS con glucosay tripsina (1.25%)durante15’ a 370C. Posteriormentefueron disociados

mecánicamentepasándolosa travésde variaspipetasPasteurde diámetrodecrecientehasta

obtenerunasoluciónde célulasaisladas.El volumense ajustóparaunadensidadde 300.000

células/pocillo,realizándosela siembraen placasmultipocillo previamentetratadascon poly-

D-lisina (10 pg/ml) y laminina (4 pg/ml) (ambos de Sigma) (Collins, 1982). En los

experimentosen los que se usaronsustanciasfluorescentes,las células sesembraronsobre

cubreobjetosestérileslimpios y tratadoscon poly-D-lisinay laminina.

Las neuronasse mantuvieronen medio de cultivo Neurobasalsuplementadocon E-

27 (al 4%) (ambosde Gibco) (Brewer y cols, 1993) y con glutamina(2 mM) y antibióticos.

La mitad del volumendel medio decadapocillo serenovóa las 72h.

1.4.- CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS

Se siguió el método descrito por McCarthy y de Vellis (1980), con ligeras

modificaciones.

Se extrajeronlos cerebrosde 2 ó 3 ratasWistar postnatalesde entre0-2 días. Los

cerebrosse mantuvieronen una soluciónde Hank sin calcio ni magnesiopero con glucosa

(0.45%)y antibióticos, hastaquesedisecaronlas cortezascerebrales.Los bloquesde tejido
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sedisociaronmecánicamentey sepasaronsecuencialmenteporpipetasPasteurde diámetros

decrecientes.La suspensióncelularsecentrifugó (5’) a900rpm. El “pellet” seresuspendióen

DIvIEM suplementadocon suerofetal bovino y antibióticos,y la viabilidad celular seestimó

con azulde tripano.Las célulassesembraronenfrascosdecultivo deplásticode50 mi a 10 x

106células/frasco.Despuésde 20 minutos,las célulasqueno seadherieronfuerondesechadas

poraspiracióndel medio. Los frascosde cultivo fueron incubadosa 370C en unaatmósfera

humificadade 5% de CO
2 enaire, por períodosde 10-14díashastaconfluencia.El medio de

cultivo se renovó cadasemana.Una vez obtenidauna monocapacelular, las células se

sometieronagitaciónen un incubadordurante18 horas,paraeliminartodaslascélulasqueno

fueranastrocitos.Unavezeliminadaslas célulasno adheridas,los astrocitosse resembraron

en placasde plásticode 24 pocillos.

2.- TÉCNICAS ELECTROFISIOLÓGICAS

Las corrientesde membranasemidieron con la técnicade fijación de voltaje (patch

clamp) en la configuraciónde célula completa(whole celí’) (Hainilí y cols, 1981), usando

un amplificadorList L/lvI EPC-7.

Las pipetasde registrousadasse fabricaronapartir de microcapilaresde borosilicato

(1.2mmx 0.68 mm AM SYSTEMS. INC) estiradasen un estiradorhorizontalsiguiendoun

programacon múltiplespasos.Unavezestiradas,la puntade éstassepulió medianteun pulso

decalor. La resistenciade laspipetasvarió entre1 y 5 megaohmios,cuandosellenaroncon la

soluciónde registro(vermásadelante).
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ucción

Sellado Célula Completa

Célula adherida

Figura 1. Desarrollo dc la técnica de ‘patch clamp” para conseguir la configuración dc célula comíilcta.
1) Aproximación de la punta de la pipela a la superficie celular. 2) Formación del gigasello. 3) Rotura

controladade la mentranacelulary accesoal interior celular.

Para activar los receptoresy cambiar las solucionesextracelulares,se utilizó un

sistema de perfusión rápida constmído expresamenteen el laboratorio. El sistema de

perfUsiónse compusocon ochotubosde vidrio alineados(capilaresde 10 pl, 41 pm X 278

pm 0 externo,modelo P-1924.SIGMA USA) pegadosentresí con unaresmaepoxi. Cada

uno de ellos, medianteun tubo de polietileno (P-60 Clay Adams USA) se conectó a un

depósitosituadoauna determinadaalturasobrela preparación.El desplazamientolateral de

los tubos del sistemade perfUsión se realizó medianteun motor que estuvo controlado

manualmenteo por un ordenadorpersonal.La velocidad de intercambiode la soluciónse

midió como la variacióndel potencialde puntade una micropipetacuandosepasóde una

soluciónextracelularde NaCí 160mM a otradiluida 10 veces(ver figura 2).

El sistemade perfusiónse situé aproximadamentea 200-300pm del somacelular,

garantizándoseunaperfusiónrápiday homogéneadetodala superficiecelular
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m

1=1.4 ms

-m

7~ =1.6 ms

4ms

Figura 2. Esquemadel sistema<le perfusión. A y B) El movimientode los tubosdeterminael tipo de la

solución extracelularque rodea la célula. El movimiento se efectúa manualmenteo medianteun

ordenador.C) La velocidadde intercambiomedidacomo el cambio del potencialdc punta al sustituir

unasolucióncontrol (160 niN4 de sodio)por otra diluida diezveces.La variaciónde la corrientesiguió

sendasexponencialescon constantesde tiempo(u) de aproximadamente1 ms.

Para evitar la acumulación de las soluciones perfUndidas, el baño se lavó

continuamentemanteniéndoseconstanteel volumenen la placade registro.

A

A7

1:18e
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Las respuestasobtenidasse filtraron a 1 KHz y se adquirieronen un ordenador

persona] con una frecuenciade muestreode 1.2-2.5 KHz usandoel programaClampex

(pClamp 5.0.2 Axon Instruments).Los registros seanalizaroncon el programaClampfit

(pClamp 5.0.2 y 6.0 Axon Instruments).La representaciónde los datos y los estudios

estadísticosserealizaronmedianteel programaSigmaPlotversiones5.0 y 6.0 (Jandel).Todos

los experimentosse realizaron a temperaturaambiente (20-250C). Los resultadosse

expresaroncomola mediadelos valores±el errorstandard,indicándoseel númerode células

utilizadoen cadacaso.

2.1.-SOLUCIONESDE REGISTRO

2.1.1.-SOLUCIONESEXTRACELULARES

Paracaracterizarla selectividadiónica del canal activadopor ácido glutámico, así

como su sensibilidadanteel bloqueopor partede diversosionesy moléculasorgánicas,se

analizaronlas corrientesmacroscópicasproducidaspor la activación de los receptoresen

varias solucionesextracelularesde distinta composición.La solución externausadacomo

control fue (en mM): 165 NaCí, 2.5 KCI, 1.8 CaCI
2, 2 MgCI2, 10 glucosa, 10 HEPES,

ajustándoseel pH conNaOH. En los experimentosdondese valoró la permeabilidada otros

iones, el Na fue sustituido totamentepor Cs
4 o por Ca2~. En esta última solución para

mantenerla osmolaridadconstanteel Na4 restantefue sustituidopor N-metil-D-glucamina

(NMDG).

El pH y la osmolaridaden todas as soucionesse ajustarona 7.4 y 330 mOsm,

respectivamente.La medidade la presiónosmóticaserealizó con un osmómetrode presión

devapor(Wescor5500).Antesde su usotodaslas solucionesexternassefiltraron a travésde

un filtro de 0.22 pm (Millipore). En los experimentosdondeseutilizaronsustanciasdisueltas

en solventesorgánicos(por ej. DM50), la concentraciónfinal del productosiemprefue

menordel 0.1%.
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2.1.2.- SOLUCIONES INTRACELULARES

La composicióniónica de la soluciónquese usó pararellenar las pipetasde registro

consistió(en mM): 140 Cs(CH3503),0.5 CaCI2, 5 CsCI, 5 MgCI2, 10 EGTA, 10 HIEPES,el

pH seajustócon CsOH. El Cs(CH3503)fue sustituido por Na(MeSO3) cuando se valoró la

permeabilidada otrosionesy por KCI en los experimentosdondeseregistraronlas corrientes

de K~ voltajedependientes.

El pH y la osmolaridaden todaslas solucionesintracelularesseajustarona 7.3 y 315

mOsm, respectivamente.Lassolucionessefiltraron con un filtro de 0.22 pm (Millipore) antes

dellenarla pipetade registro.

3.- ENSAYOS DE EXCITOTOXICIDAD CELULAR

Los ensayosserealizaronencondicionesdeesterilidad.Lascélulassemantuvieronen

un incubadorde cultivo a 37
0Cy 5% de CO

2.

Se añadieron concentracionesfijas de las posibles sustanciasexcitotóxicas con

distintostiempos de exposición.La exposiciónterminó con la eliminación de la sustancia

problema y la adición de medio de cultivo. Los pocillos control sufrieron las mismas

manipulacionesque los tratados. Cadatratamiento se realizó simultáneamenteen tres o

cuatro pocillos dentro de la misma placa. La valoración se hizo analizando4 campos/por

pocillo, normalmentea las24 h de retirarla sustanciaproblema.

Todos los ensayosde excitotoxicidad en neuronasse realizaron en cultivos de

neuronashipocámpicasde treso cuatrodías. En cultivos primariosde neuronasy astrocitos,

el tiempo de exposición fUe de 3 h y la valoración se realizó 24 h despuésde retirar la

sustanciaproblema.
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3.1.- VALORACIÓN DE LA MORTALIDAD CELULAR

Los métodosde valoraciónque a continuaciónse describense realizaronutilizando

los protocolosdescritospor McGahony cols(1995),conligerasmodificaciones.

3. 1.1.-EXCLUSIÓNDE AZUL TRiPANO

El azultripanoesun agenteimpermeablea la membranacelularintacta,de tal manera

quelas célulasqueestánvivasno incorporanestecolorante.

Paravalorarla mortalidadcelularseretiró el mediode cultivo y se añadióun volumen

igual de soluciónazultrípano(0.1%p/v) enPBS, durante3 minutosatemperaturaambiente.

Se contaronde tresa cinco camposy un mínimo de 100 célulasporcampoencadapocillo.

Las célulasazulessecontabilizaroncomo célulasmuertas.La mortalidadcelularsecalculó en

porcentajeparacadacampopor separadoy seobtuvoel promedio.

3. 1.2.- IODURO DE PROPIDIO Y ACETATO DE FLUORESCEINA

La viabilidad sevaloró tambiéncon ioduro de propidioy acetatode fluoresceinatras

la incubación con ambos fluorescentes,Las células vivas metabolizan el acetato de

fluoresceina(Fda)y emiten fluorescenciaverde,mientras que el ioduro de propidio (PI) se

intercala en los ácidos nucleicos y emite fluorescenciaroja, procesoúnicamenteposible

cuandolascélulaspierdenla integridaddela membrana.Unicaínentelas célulasqueemitieron

fluorescenciaroja seconsideraroncomo célulasmuertas.

Una vez aspiradola mitad del medio de cadauno de los pocillos de la placa, las

célulasseincubarondurantetresminutosen oscuridady atemperaturaambientecon 500 ~il

de unasolucióncompuestaporFda (0.192mg) y PI (0.6mg) en 10 ml de PBS.Las muestras

secontabilizaroninmediatamentedespuésde realizarla tinción, dadoque la unión del PI al

DNA esreversible.El porcentajedemortalidadcelularsecalculócomoenel puntoanterior.
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3. 1.3.- HOECHST 33342

Igualmentese ensayóla viabilidad celular con el Hoechst33342, un derivadodel

benzimidazol,queemiteunafluorescenciaazul cuandoesexcitadopor luz ultravioleta.Este

compuestono es un intercalante de DNA, pero se une a] DNA específicamente

preferentementea regionesricasen basesadenina-timidina(A-T), marcandofuertementelos

núcleoscelularesde las célulasalteradas.

Una vez retirado el medio de cultivo, la placa se incubó durante 15 minutos en

oscuridad y a temperaturaambientecon una solución Hoechst 33342 en PBS con una

concentraciónfinal de 1 mg/ml. Tras retirar la solucióny añadirPBS sevaloró la muerte

celularen función de la morfologíacelular y nuclear,y la intensidadde la fluorescencia.Las

célulasviablesmostraronunamorfologíanormal y unafluorescenciaazulbajay homogénea,

mientrasque las célulasmuertasexhibían una morfología alteraday una fluorescenciaazul

intensa.Deestamanera,los núcleospicnótícosy apoptóticosfueronfacilmenteidentificables.
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De las líneas estudiadas,la línea R 110 fue la única que presentórespuestas

electrofisiológicas tras la aplicación de glutamato y kainato. La línea celular de origen neural

NCB-20,y las líneascelularesde origengua] U-138 y U-373,fueroninsensiblesa la perfusión

de glutamato(1 mlvi) (datosno ilustrados),AMPA (500 pM) y kainato(300 1ilvI), agonistas

de los diversosreceptoresglutamatérgicos(figura 3). Sin embargo,la línea NCB-20 fue

sensiblea la aplicaciónde serotonina(5-HT 3 ~iM)(ver figura3).

La líneaR 110 esun glioblastomamultiforme primitivo de origen oligodendrocitico,

como indica su inmunopositividad para proteína básica de mielina (MBP) y vimentina

(Matutey cols, 1992).En un primerestadiola líneaR 110 secrecióen MEM suplementadoy

semantuvomediantepasespor ratóndesnudo.Posteriormente,estalíneasecrecióiii vi/ro en

medio de cultivo más enriquecidoy fue almacenadaen alícuotascongeladasa -70
0C (ver

materialesy métodos1 .2).

Tras 30 pases,la línea presentólas mismascaracterísticas.La morfologíacelular se

conservó a pesar de las manipulaciones,encontrandoel mismo porcentajede células

poligonales y fusiformes (un 20-30% y un 70-80%, respectivamente)que el descrito

previamenteporMatutey colaboradores(1992). La viabilidad celular fue superioral 87%

tanto en célulasreciéndescongeladascomo en pasessucesivos.Un 59% de estascélulasno

presentaronrespuestasante la aplicación de kainato y glutamato, mientras que el 41%

restantemostrórespuestasde diferenteamplitud comprendidasentre10 y 100 pA (ver tabla

1).
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~i~i~II
AMPA KAINATO

LIII
AMPA AM PA

20
pA

KAINATO GLUTAMATO

10
pA

KAINATO

500 ms

Figura 3. Efecto de diversos agniustas de receptores glutamatérgicos en líneas celulares dc origen

nernoso.La ¡inca R lío fue la única ca la que sc obsen’ó activación de corrientesde membranatras la

aplicación de agonistasglutamatérgicos(AMPA 500 pM. KA 300 ¡dvi y Glu 1 mlvl} La línea NCB-20

presentórespuestasante la aplicaciónde serotonina(5-HT 3 ¡dvi). Todos los registrosse realizarona un

potencialdemembranadc-70 mV.

~Iiúi~II
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5-HT

150
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SUECLONAJIE DE LA LINEAR 110

Con el fin de incrementarel porcentajede células con respuesta,se realizó un

subclonaje por dilución infinita. Para ello y siguiendo los pasos descritos en materiales y

métodos 1.3, se aislaron 18 clones,de los que se estudiaron9 tras su crecimiento.La

morfologíacelularde éstosfue semejantea los parentales,predominandolas célulasde tipo

fusiforme sobre las planas poligonales. Curiosamente,ninguno de los clones obtenidos

presentó una únicamorfología celular, aunqueprocedierande pocillos donde sólamentese

detectóunacolonia.

En los clones obtenidos se determinó electrofisiológicamentela presencia de

respuestasakainato,cuantificándoseen 486célulasel porcentajede célulasconrespuestay la

amplitudde las mismas,tanto en los parentales como en los clones obtenidos (tabla 1).

185 Parental 59.5 23.2 8.6 4.4 2.7 1.6
10 RO 100

7 B4 71.4 28.6

10 D5 70 30

9 G5 66.7 33.3
10 D8 20 70 10
34 Ps 14.7 58.9 20.6 5.9

42 D4 40.5 26.1 14.3 14.3 4.8

64 E7 31.2 17.2 18.8 20.3 7.8 4.6

115 F8 16.5 14.8 14.8 36.5 13 4.4

Tabla 1. Sulícloííajede la lítica R 114>. Porcentajede célulascomprendidasen cada rangode amplitud de

respuestaa un pulso de kainato300 mM lías el subclonajedc la línea R 1 10: n indica el númerode células

registradasen cadacaso.

En varios clones (D4, E7, PS y PS) se encontrómayor porcentajede células con

respuestaque en los parentales(40.5% de células con respuestay 8.7% con respuestas

mayoresde 50 pA). Uno de ellos (F8) presentóun 83.5% de célulascon respuestay un

=1O~2&. ifl-4Ú .4L.Ú....6140... ...SkiOO
u SU¿BCLON pA p=~. pA pA pA
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53.9%con amplitudesmayoresde 50 pA. Sin embargo,en otro (EIO) no se identificaron

célulascon respuesta(ver tabla 1).

Tras estaprimeravaloración se decidió realizarel resto de los ensayosfuncionales

utilizandopreferentementelos clonesE7 y F8.

PROPIEDADES DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN LA LINEAR 110

Los receptores de kainato se desensibilizan rápidamente. El proceso de

desensibilizaciónde las respuestassigue un procesomonoexponencialque puede verse

limitado por las condicionesde registro. Las células de la línea R ¡10 presentaronuna

morfología celular plana que dificultaba una vez establecidala configuración de célula

completa,la difusión de las sustanciasproblemascuandola célulaestabapegaday/o acoplada

aotra en la placade registro.En la figura 4 se muestracómolas condicionesde perfusióny

de fijación devoltajemejoraroncuandolacélulase despegóde la placade registro(ver figura

4). En estascondiciones,se observóen todoslos casosunaconstantede desensibilización

másrápidaal ajustarunaexponencialal procesode desensibilizaciónde las respuestas(ver

figura4). Así mismo,seobservóun aumentoen laamplitud de las respuestascuandola célula

seencontrabaaislada,quepodríajustiticarsepor la activaciónrápidade un mayornúmerode

receptores.Cuandola célula seencontrabajunto a otrascélulas,se observóunadisminución

en la amplitud al despegaría,quepodríareflejarla respuestaindividual de estacélula frente a

una“respuestagrupal”. Ello sugierequeestascélulaspodríanestaracopladaseléctricamente,

como seha descritoen astrocitosy oligodendrocitosadultos(Nedergaard,1994; Ransomy

Kettermann,1990)(verfigura4).
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A B
GLUTAMATO GLUTAMATO

Figura 4. La cinética y la amplitud de las corrientes activadas por glutamato (5 mM) en células de

la línea R 110 varían tras ser despegadas de la placa de cultivo. A) Célula aislada. B) Célula situada

enun agregadode 4 células. La amplitud de la respuestasiempreaumentócuandose despegóunacélula

aisladade la placa de cultivo, mientrasquedisminuyócuandoésta procedíade un agregadode células.

Obsérvesecómoel procesode desensibilización,quesigueun cursoexponencial(línea gruesa)aumenta

su velocidadtras despegarla célula de la placa (D). Las respuestasse obtuvieron a un potencial de

membranade-70 mV.

En las célulasR 110 laaplicacióndeglutamatoactivódeformadosisdependienteuna

corriente entranteinactivante. Kainato (KA) y quiscualato (QUIS) produjeron respuestas

semejantes.

Otros agonistasglutamatérgicoscomo el ácido N-metil-D-aspartato(NMDA, 200

en presenciade Gly 20 pM; n = 11) y el ácido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-

propionato(S-AMiPA, 1 mM; n 8), no produjeronningún tipo de respuesta.Tampocose

encontraronrespuestasen presenciade otros neurotransmisorescomo el ácido gamma-

amino-butírico(GABA, 1 mM; n = 11), la acetil-colina(ACh, 100 gM; n = 7) y la glicina

(Gly, 1 mM; n = 11) (verfigura 5).

ms)

D(r=lSms> 100j22jpA

O (t= 21 nis)

P (t= 173 n~)

ioo.~j~2,
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KAINATO GLUTAMATO SAMPA NMDA QUISCUALATO
300 jM 500 pM 500 jiM 200 JM 300 hM

—

DOMOATO GABA GLICINA ACh GLUTAMATO
100¡jM 1 mM 1 mM 100pM SmM

— —

20
__ 400 ms 1 pA

F¡gura 5. Efecto de diversos agonistas de receptores para neurotransniisores sobre la corriente de

membranaen la líneaR 110. Los agonistasdel receptordekainato(KA, GLU. QUIS y Do), fueroncapaces

dc activar consistentemente conientes de membrana.AMPA y NMDA (con gly 20 ¡dvi y sin Mgfl no

generaronningún tipo de respuesta.Tampocose observaronrespuestasa agonistasde otros receptores.Los

experimentos,aexcepciónde GABA (0 mV). serealizaronaun potencialdemembranadc -70 mV.

Estasrespuestashan sido adscritasa la presenciade receptoresde kainato. La

aplicación de glutamato,kainato y quiscualato,produjo unacorriente rápidacompletamente

¡nactivante.La desensibilizaciónsiguióun cursotemporalmonoexponencialpresentandouna

constantede tiempo(‘u) de 16±1.2 ms, 15.2±2.5msy 93 ±10 ms, paraGLU 5 mM, KA 1

mM y QUIS 300 pM, respectivamente(n 5) (ver figura 6). Domoato(Do 100 mlv!>,

análogoestructuralde kainato,activó los receptoresde kainatode estascélulas generando

unarespuestamás lenta e incompletamenteinactivada.Dicha inactivaciónsiguió un curso

temporalmonoexponencial(‘u) de 263.4±27ms (n = 5). La existenciade corrientemedible

en condicionesde estadoestacionariopennitió determinarla velocidadde deactivaciónde

estos receptores.Tras la retirada del agonista, la corriente decayó siguiendo un curso

temporal monoexponencialcon unaconstantede tiempo (‘u) de 716.1 ±42.6 ms (n 5)

(figura 6).

is
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r = 646 nis

-ni

A B
KAINATO GLUTAMATO DOMOATO

= 16 ms

50

~ pA

Figura 6. Los receptores de kainato de la ¡inca R 110 mostraron respuestas con diferente cinética dc

inactivación e,’ fuííción del agoiíista utilizado. La aplicación de glulaniato y kainato activó respuestas rápidas

que se inactivaron rápidamerne. Este proceso de desensibilizaciónpudo ajustarsea una exponencialde

aproximadamente16 ms (liiiea gn¡esa).Doníoato generó respuestas con inactivación incompleta,quesiguióun

cursotemporalmonoexponencial(u) de 264 ms. Trasla retiradadel agonista.la desactivaciónde la corriente

fue lentay siguióun único procesoexponencial.

Respuestassimilares a éstas, se han descrito en sistema nervioso periférico en

neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Huettner, 1990) y más recientemente en neuronas de

hipocampo (Lerma y cols, 1993), neuronas ganglionares del trigémino (Sahara y cols, 1997),

astrocitos y precursores gliales (Patneau y cols, 1994).

Paracomprobarque los distintos agonistasactuaronsobreel mismo receptor,se

realizaronexperimentosde desensibilizacióncmzada.Paraello, se aplicóun pulso dekainato

(300 pM), permitiéndosela desensibilizaciónde lapoblacióndereceptores.A continuaciónse

aplicó un segundopulso de glutamato (500 pM) o domoato (100 p.M) (ver figura 7).

Duranteel períodoentrepulsos (750 ms) la célula se encontróperfundidapor la solución

control. Si ambosagonistasactuansobre el mismo receptor, la respuestadel segundose

deberíaver disminuidaen amplitudrespectoa surespuestacontrol. La respuestacontrol para

el segundoagonistase realizó con el mismo protocolo,pero sin aplicar el pulso previo de

kainato. Como se muestraen la figura 7, la desensibilizaciónde la respuestapor kainato

previnocasi totalmentela generaciónde corrientesen respuestaala perfusiónde glutamatoo

x 17.2ms

= 268 ms
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domoato,confirmándosequelos tresagonistassoncapacesde activarla mismapoblaciónde

receptores.

A B
GLUTAMATO DOMOATO

KAINATO GLUTAMATO K.AINATO DOMOATO

20
0.5s pA

F¡gura 7. Los tres agonistas activan la misma í>ohlación de receptores <le kainato. En la parte superior se

encuentranlas respuestasaglulamatoy domoato.En la parteinferior seobservala pérdidadeamplitud detales

respuestaspor la aplicaciónprevia dc kainato.En A) desensibilizacióncnizadakainato 300 ~iM- glulamato

500 ¡dvi. En E) desensibilizacióncmzadakainato300 pM domoato100 pM.

Conel fin de determinarla afinidadaparentede cadaagonistasecalcularonlas curvas

dosis-respuestaparaglutamatoy kainato. Paraello, a un mismo potencialde membrana(-70

mV) seaplicaronambosaoonistasen variasconcentraciones.Tantoglutamatocomokainato

activaronal receptorde forma dosisdependiente,alcanzandoun nivel máximode respuestaa

unaconcentraciónpróximaa 3 mM y 1 mM paraglutamatoy kainato, respectivamente.Los

datosexperimentalesse normalizarony se ajustarona la ecuaciónde Hill, calculándoselas

concentracionesa las cualesla activaciónde los receptoresfue del 50% (EC50). Glutamato

presentó un EC50 de 335 ±21.8 pM, mientras que kainato presentó una afinidad

aparentementemayor, con un EC50 de 15 ±2.7 ktM (ver figura 8). Estos valores son

semejantesa los obtenidosen neuronasde hipocampoen cultivo (Lerma y cols, 1993) y
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neuronasdel gangliode la raízdorsal (Huettner,1990>, quepresentanreceptoresselectivos

parakainato.
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Figura 8. Los receptores glutamatérgicos de la línea R 110 presentan alta afinidad í¡or kainato pero no

por glutamato. Curva dosis respuesta para ambos agonistas.Los punios represenian la media ± error

estandardde los valoresobtenidosde 8 - 12 células. La línea sólidacorrespondeal ajustea la ecuaciónR =

K~,/ (1 - (EC50/Ago)) dc los datosexperimentales.“K~~” es la respuestamáxima.“EC~” la concentración

queactivóel 50%de los receptores.Ago’ la concentraciónde agonistay n el coeficientedeHill. Estefuede 1

y 0.8 paraglutamatoy kainatorespectivamente.

Con el fin de determinarsi kainato y glutamato presentaronigual eficiencia para

activar los receptoresde kainato, en 15 célulasse aplicaronconcentracionessaturantesde

glutamato(Glu 3 mM) y kainato (KA 1 mM) (ver figura 8), comparándosela amplitudde las

respectivasrespuestas.La corriente máxima activadafUe igual paraglutamato (100%) que

parakainato(99.46±1.7%)(ver figura 9).

Kainato
EC~= 15 ¡iM

Glutamato
Ec¿ 335 ¡~M
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Figura 9. Glutamato y kainato activaron los receptores de kainato con similar eficacia. La amplitud total

de las respuestas,fríe similar a concentracionessanímniesde glutamato y kainato (5 mM y 1 mM,

respectivamente).Los experimentosserealizaronaun potencialde membranade-70 mV.

Comose describió anteriormente, la velocidad de entrada en el estado desensibilizado

de los receptores de kainato es rápida. Para determinar la velocidad de recuperación del

receptordesdeel estadodesensibilizado,se aplicaronparesde pulsoscon distintos intervalos

de tiempo. Estosexperimentospusieronde manifiesto que la velocidadde recuperacióndel

receptor desde el estadodesensibilizadodependedel agonistautilizado. Así, cuando se

empleóglutamato como agonista,fue necesariosepararlas aplicacionesaproximadamente

unos 10 segundosparaobtenerla recuperacióncompletade la respuesta.Estetiempo fbe

mayor (unos40 s) al perfiindir kainato (ver figura 10). Ambos procesosde recuperación

siguieronunacinéticamonoexponencial,quepresentóconstantesde tiempo (t~~) de 3.6 s y

13.7 s paraglutamatoy kainato,respectivamente.

Estosdatosponende manifiestoque el tiempo de recuperaciónde los receptoresde

kainato esconsiderablementemayorqueel descritoparalos receptoresde AlvIPA o NIIvIDA.

Por ello, en todos los experimentos,los pulsosde agonistase espaciaronal menos30 s

cuando se utilizó glutamato como agonistay 60 s al aplicar kainato para garantizar la

recuperaciónde todoslos receptores.

KA GLU
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B

Ka¡nato ______
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Figura 10. La veloc¡dad <le recuperación del estado desensil¡ilizado de los receptores de kainato es muy

baay dependedel agonista.Paresde pulsosde agonistapusieronde manifiestoque la recuperaciónde la

desensibilizaciónseguióun procesomonoexponencial(C), que cursémásrápidamentecuandoel receptorse

activó con el agonista endógenoglutamato (A) que cuandose hizo con kainato (E). Los experimentosse

realizarona un potencialde membranade -70 mV. La concentraciónde glutamatoy kainatoutilizada fue 1

mM y 300 ¡dvi, rcspcctivamcnte.

La velocidadde activaciónde los receptoresde kainato fue dosisdependiente.En la

figura 1 lB se puedeobservarque el tiempoal pico de la respuestaobtenidacon glutamato3

mM esmenorque el observadocuandola concentraciónde glutamatoutilizadafue menor.

Sin embargo,dichaactivación fue voltaje independiente,al no variarse la latencia de las
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respuestascon el cambio de potencial de membrana(ver figura 1 lA). La velocidad de

¡nactivacióntambiénresultóserdosisdependientey voltaje independiente,observándoseun

aumento en la constantede tiempo del proceso desensibilizante(‘u), al disminuir la

concentraciónde agonista(ver figura 1 IB), y no versemodificadasdichasconstantes(t) por

el potencialde membrana(verfigura II A).

A
GLUTAMATO GLUTAMATO

-70 mV

loi __
B

GLU 300 hM

GLU 3 mM

flj

F¡gura 11. La activación y la inactivación del receptor de ka¡íiato fue dosis dependiente y voltaje

¡ndependiente,Activación del receptor dc kaiíiato a dos potencialesde membrana (A) y con dos

concentracionesdiferentesdeagonista(B). A la dcha. normalizaciónde las respuestascon respectoal picode

la rcspuesta.En A) voltaje independencia(enel ejemplo td = 15 ms). En B) dosisdependencia(en el ejemplo

td= 23 ms y
td= 52.7 msparaGLU 300 ~iMy CLII 3 mM respectivamente).

Para calcular la relación corriente-voltaje(J/V) de los receptoresde kainato, el

potencialde membranase varió entre -100 y 100 mV en intervalos de 10 mV, desdeun

potencial de reposode -70 mV. Una vez establecidocada potencial de membrana,se

activaron los receptoresmediantepulsos de agonista.En estascondiciones,se observóuna

relación corriente-voltaje (1/V) con una marcada rectificación entrante. De 40 células

-30 mv

GLUTAMATO

20 ms

3 mM

20 msGLU 300 ¡iM
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estudiadas,35 (87.5%) mostraroncurvas 1/V donde no se observó corrientesaliente a

potencialesdemembranadepolarizados(>50 mV), cuandoNa* fueel catiónmayoritarioenla

soluciónexternay Cs o Na~ lo fueronen la interna(ver figura 12). En 5 células(12.5%),se

observódoble rectificaciónen esasmismascondiciones,siendola magnitudde la corriente

salientemenor. El potencialde reversión(Vrev) de las corrientesevocadaspor kainato o

glutamatono pudo calcularsepor no existir respuestasnetasmediblesentreO y 50 mV (ver

figura 12) debidoala fuerterectificacióndescrita.

GLUTAMATO
+100 mV

+70 mV +70 mV GLUTAMATO

-50 mV

(1)
(%)

40 —

20 —

-80 —
-40 —
-60 -
-so —

-100 —

mV

40 80

Figura 12. Los receptores de kainato mostraron una relación 1/V rectificadora de entrada. Un 87.5% de

las células no presentaronrespuestamensurablea potencialespositivos. Sin embargo,el 12.5%restante

mostrarondoblerectificación.En la zonasuperiorejemplosdeestosdostipos de respuestas,en la zonainferior

normalizacióndc la corrienteevocadaa diferentespotencialesde membrana.

1-50 mV

-70 mv

-100 mV

+50 mV
-30 mv

-70 mV
¡50

~
50

200nE pA

(V)
mV
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KAINATO

Estudiosenreceptoresrecombinanteshanpuestode manifiestoquela rectificaciónde

entradade los receptoresde AMPA y de kainato estáasociadaauna alta permeabilidada

iones de calcio. Dado que la mayoríade las celulas registradaspresentaronestetipo de

rectificación,se estudióla permeabilidada calcio con el fin de determinarsi estosreceptores

podríanconstituir unavia significativa de ingreso de calcio al interior celular. La respuesta

disminuyóconsiderablementecuandocalcio fueel único ión portadorde cargaen la solución

extracelular(figura 13). Así, el aumentode la concentraciónde calcio (=10 mM) o la

eliminacióndel ión sodioy del ión calcio de la soluciónextracelularprovocóla aboliciónde la

respuesta(ver figura 14). Sin embargo,cuando la concentraciónde calcio en la solución

extracelularfue de 5 mM en ausenciade sodio, la respuestaa un potencialde membranade -

70 mV, fUe el 9.5 ±0.7%(n = 7> de la respuestaen la solucióncontrol(ver figura 13). Dada

la existenciade rectificaciónde entraday la pequeñaamplitud de las respuestasen nuestras

condicionesde registro,tampocosepudo calcularel potencialde reversiónde la corriente,y

portantoestimarsela razónde permeabilidadesCa2~/Cs~.

KAINATO lo

200 20mSIPA

DOMOATO [tla ~] DOMOATO [ca 2+j

Figura 13. El receptorde kainato íreseíltaciertapermeabilidad a calcio. La amplitud de las respuestas

mediadaspor el receptorde kainato al perfundir kainato 300 pM o domoato 100 [dvia un potencial de

membranade -70 mV fríe diferentesegúnla soluciónextracelularutilizada. La relación entrelas respuestas

obtenidasen una solucióndecalcio(calcio 5 mM sin sodio)y una soluciónde sodiofue del 9.5 ±0.7%.
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En presenciade otroscationes,comoel ión cesio,no seobservórespuestaakainato

cuandoéste fue el único ión permeable.La presenciade cesio en la solución extracelular

produjo un bloqueo total de la respuesta,independientementede la solución intracelular

utilizada (cesiometanosulfonatoo sodio metanosulfonato)(ver figura 14>. Sin embargo,la

presenciade Nat en la soluciónextracelular,permitió que Cs~ permearaa travésdel canal,

incluso en sentido salientecuandodesaparecela rectificación (ver figura 12). Estos datos

pueden explicarse por la existenciade un posible lugar alostérico específico para los

receptoresde kainato,conel queel ión Na interaccionaríapermitiendola aperturadel canal.

En estesentido,experimentosrealizadosen nuestro laboratorioen célulasde hipocampoen

cultivo ponen de manifiesto que la ausenciade Na* extracelularproduceuna pérdidade

funciónen los receptoresde kainato.

Cs~1/ Na~0 Cs~1/Cs~0 Na~1/Na~0 Na~, 1 Ca2~

Glutamato5 mM Kainato 300 pM

+30 mV- .~%j$~a4 ~ . . ~

-70mV~

¡ 20

Figura 14. Permeabilidadlollica (le los receptores <le kai nato en la lí,ica R II u. Glutamato o kainato

activaroncanalesen presenciade Ni, perono fueroncapacesde generarrespuestasni en presenciade Cs*,

cuandoestefueel únicojón penneable.porbloqueartotalmentela respuesta.Altas concentracionesdeCa24 en

ausenciadesodioen la soluciónextracelular,tampocogeneraronningúntipo de respuesta.

-41-



RESULTADOS

SUIBIJNIDADES DEL RECEPTOR DE KAINATO EN LA LINEAR 110

En colaboracióncon el Dr. Diego Ruano se determinaronlas subunidadesdel

receptorde kainatoexpresadaspor la líneaR 110.

El mRNA de una población de células de la línea R 110, se retrotranseribióal

correspondientecDNA. Usandocebadoresespecíficospara cadasubunidady mediantela

técnica de PCR múltiple (mPCR) se amplificaron fragmentosdel cDNA con el fin de

determinarlas subunidadespresentessegúnse describeen Ruanoy cols. (1995). El mismo

procedimientoseaplicó en muestrasdeRNA aisladode cerebrode rata.

Como ponede manifiestola figura ISA, la líneaR 110 no expresólas subunidades

correspondientesal receptorde AIvIPA, GIuRI-4. La lineaR 110 mostróunaúnicabanda(de

unos259 pb), que se correspondiócon la migracióndel cDNA parala subunidadGLUR6

(ver figura 1 5B).

La ausenciade expresióndelas subunidadesGIuRI-4(receptorestipo AMPA>, quesí

aparecen(banda750 pb) enla columnacontrolde cDNA decerebrode rata(ver figura 1 SA),

concuerdacon los resultadoselectrofisiológicos,dondeno seapreciaronrespuestasa AIVIPA

(ver figura 5). Estosresultadosindican que la línea R 110 expresareceptoresde kainato,

compuestosexclusivamentepor subunidadesGLUR6.
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Figura 15. Determinación de las subunidades del receptor de glutamato expresadas por la línea celular R

110. Las distintas subunidadesde los receptores glutamatérgicos se amplificaron por la reacción de la

polinierasaencadena(RT-PCR) usandoparesdecebadoresespecíficos(verRuanoy cols, 1995).Comocontrol

seutilizó cerebrototal de rata.En la linea R líO, no sedetectóexpresiónde las subunidadescorrespondientes

al receptorde AMPA. GluRl4 Sin embargo.presentóuna únicabandade unos259 pb. que secorrespondia

conel tamañoprevistodel cDNA para la subunidadGIuRó. El marcadorde pesosmolecularesutilizado fueel

0X 174,I-lae 111.

En ensayossubsiguientesseratificó el resultadoanterior,obteniendounaúnicabanda

de expresióna la altura de 259 pb, tanto en los parentalescomo en los clonesensayados

obtenidospor dilución limite de los parentales.El clon FíO, dondeno se habíadetectado

respuestasa kainato electrofisiológicamente,tambiénexpresabala subunidadGLURó (ver

figura 16).

Aunque la amplificación con PCR no es un método cuantitativo, cuando las

condiciones(cantidadde DNA de partida,n0 de ciclos, cargaen el gel, etc...) semantienen

constantes,se puedeestimarel gradodeexpresiónpor la intensidadde la bandagenerada.La

mayor expresióndela subunidadGIuR6se observóenel clon F8 (ver figura 16), uno de los

presentómayoramplitud en las respuestaselectrofisiológicas(vertabla 1).

A

750
(GIuRI -4) — 512 (KA)

t 421 (GIuR7)
259 (GIuR6)
208 (GIuRS)
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GIuR6
cDNA Par FM F8 Fil E7 FUI
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Figura 16. Expresiónde subunidadesde kainato en los stíbclones de la línea R 110. En la figura se

representael resultadode la amplificación por RT-PCRpara la sííbunidadGIuRó en cinco de los clones

aislados(gel superior)así como los lústogramasde frecuenciade las amplitudesde las respuestasa kainatoen

tresdeellos, El marcadordepesosmolecularesutilizadofueel 0X 174,HaeIII.

Como sedescribióen la introducción,parala subunidadGLURÓ existentres lugares

controladospor mecanismosde edición del RNA. Uno en el sitio Q/R del dominio

cismembrana II (M2> y otros dossitios adicionales1/V e Y/C en el dominio transmembrana1
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310

234

u,
<u

80
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0

0
E
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Parental FS
(n=l 85) (n=34)
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(Mi) de la subunidad GLUR6 (para revision ver: Bettler y Mulle, 1995). Como los

receptoresformadospor subunidadeseditadasGIuR6(R) presentanrelaciones1/V lineales

(Kóhler y cols, 1993) y los datos electrofisiológicosrevelaronuna marcadarectificación

entrante,sepudo postularla presenciade receptoresformadospor subunidadesGIuR6 no

editadasGIuR6(Q)en lascélulasde la líneaR 110. Paracomprobarlo,se determinóel grado

de edicióndel sitio Q/R del dominio M2. Paraello, labandade cDNA obtenidapor RT-PCR

sedigirió con el enzimade restricciónAci 1. El cambiode & a 1 en el RNA generaun sitio de

restricciónparaestaendonueleasa,produciéndoseen la formaeditada(GIuR6(R))dosbandas

de 197 y 62 pb tras la incubacióncon esteenzima. En la forma no editada(GIuR6(Q)), la

bandaoriginal de 259pb semantiene,puestoqueel sitio de restricciónno existe.Los ensayos

demostraronquelas subunidadesGIuR6presentestanto enlos parentalescomoen los clones

de la líneaR 110, seencontraronexclusivamenteen su formano editada(ver figura 17).

La presenciadeformaseditadasy no editadasen los sitios 1/V e Y/C localizadasen el

dominio Ml de la subunidadGluR6 frieron obtenidaspor Southernblot segúnel protocolo

descritopor Ruano y cols (1995>. La proporción de formaseditadas(V/C) y no editadas

(1/Y) encontradasfue similar (datosno ilustrados>.Estosresultadossugierenqueal igual que

en neuronas,las formaseditadasy no editadaspuedencoexistir en la mismacélula(Ruanoy

cols, 1995).
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+Aci ¡
GIuR6
cDNA Par F5 F8 Fil El EIO

Figura 17. La subunidad GIuR6 en la línea R ¡lib se encuentra exclusivamente en su finna no editada.

El fragmentode DNA de la subunidadGIuR6 de la línea R 110 es resistenteal enzimade restricciónAei 1.

apreciándoseunaúnicabandade unos259 pb. Cuandoel mismoensayose realizacon una mezclade cDNAs

para <3luRG con un 50%de edición,la incubacióncon el enzimaprovoca dosbandasde 196 y 62 pb (flechas).

El marcadordepesosmolecularesutilizadofue el 0X 174 HaeIII.

Por tanto, se puedeconcluir que la línea R 110 expresareceptoresde kainato

específicosformadosexclusivamentepor la subunidadGIuR6(Q). El segmentoMl presenta

todaslas variablesposiblesde edición. Los datosmolecularesse correlacionanperfectamente

con las característicasfuncionalesobservadasparalos receptoresde kainato en esta línea

celular.
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PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DEL RECEPTOR DE KAINATO

El receptorde AMPA poseeun lugarderegulaciónalostérica,queesreconocidopor

ciclotiazida (CTZ), benzotiadiacina estructuralmenterelacionadacon los diazóxidos.Este

compuestoproducepotenciaciónde la respuestaestacionariade los receptorestipo AMPA

inducidatantopor AMPA comoporkainato(Patneauy cols, 1993).

Con el fin de comprobarsi en el receptorde kainatoexpresadopor las célulasR 110

existíaun lugarde regulaciónalostéricasemejante,seestudióla capacidadde modulaciónde

estasrespuestaspor CTZ. Para ello, se aplicó kainato (300 pM) en presenciade dos

concentracionesde ciclotiazida(10 pM y 100 ~tM>.En seiscélulasestudiadasla aplicaciónde

CTZ ni potencióla respuestani redujoel gradode desensibilizacióndel receptor.La amplitud

de lasrespuestastrasla aplicaciónde kainato fue semejantea la obtenidaal perfiundir kainato

y CTZ, independientementede la concentraciónde CTZ utilizada(98.7%±4.2 y 98.75%±

5.1 de la amplitud de la respuestacontrol paraKA + CTZ 10 p.tM y KA + CTZ 100 i.ilvI,

respectivamente)(ver figura 18>.
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Figura18. Ciclotiazida, modulador alostérico de los receptores de AJNIFA, no actúa sobre los receptores

dekaínatol)resentesenla líneaRilo. LaaplicaciónconjuntadeCTZykainatono produjoningúnefectoen

los receptoresde kainato.Concentracionessaturantesde CTZ parael receptorde AMPA. ni potenciaronla

respuestani redujeronel gradode desensibilización de los receptoresdekainato.

Es conocidoque las subunidadesKA] y KM cuandoforman partedel receptorde

kainato al expresarsecon GIuR6, otorgan al receptorsensibilidada AMPA con muy baja

afinidad. Aunqueenlos estudiosdePCR,no seobservóla expresiónde estassubunidades,se

estudióel efecto deAMPA sobrelasrespuestasdekainato.

En la líneaR 110, AMPA no fUe capazde generarningún tipo de respuesta(ver

figura 5>. Medianteexperimentosdedesensibilizacióncruzadacon5-AMPA 1 mM y KA 300

1.iM, tampoco se evidencióque AMIPA indujera desensibilizacióndel receptorde kainato

(datosno ilustrados). Sin embargo,la coaplicaciónde AMPA y KA produjo una pequeña

reducción en la amplitud del pico de la respuestarespectoa la perfusión de kainato en

ausenciade AMPA (14.4%±3.6;n 4). La adiciónde ciclotiazida(10 ~tM)no modificó el

400 ras! ~,
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porcentajede reducciónobtenido(13.3%±4.5; n = 3) (ver figura 19), pudiéndoseconcluir

queAMPA puedeactuarcomoantagonistapocopotentedel receptordekainato.

KAINATO
S-AMPA

100

80

— 60
‘o
‘ej

~ 40
~33
‘ej

20

o

KAINATO + crz
5-AMPA KAiNATO

Figura 19. S-A3IIPA actúa como antagonista poco potente de los receptores de kainato en la línea R 110.

La coaplicaciónde AIvIPA (200 pM) y kainato (300 pM) produjo unapequeñareduccióndel pico de kainato.

La adiciónde CTZ(10 ulví) no modificó los resultados.

Las respuestasevocadaspor kainato300 uM frieron bloqueadasde manerareversible

por CNQX, antagonista competitivo de los receptoresde AMPA, presentandouna 1C50 de

38.5±6.3 ~tM (verfigura 20). Estevalor esconsiderablementemayorqueel calculadopara

estetipo de receptoresenneuronasde hipocampo(1C50= 6.1 ¡.tM> (Patemainy cols, 1996), y

revela una baja afinidad de este antagonistapor el receptorde kainato expresadoen las

célulasR110.

¡20

200rnj pA

KA CTZ

AMPA+KA
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A KAZQOpM +IOpMCNOX KAZOQhM
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Figura 20. Efecto del CNQXsobre los receptores de kainato presentes en la línea R 110. A) CNQX inhibe

reversiblernentelas respuestas dekainabo.13) Curvadosis-inhibición deCNQX de las respuestasa kainato(300

jild). La curvacorrespondeal ajustede la ecuaciónR = 100/ (1 + Ant~/1Csj) a los datosexperimentales,

siendoAnt la concentraciónde antagonista.10<, la concentraciónde antagonistaqueproduceel 50% de la

inhibición máximay n el coeficientede Hill. Los puntossecorrespondena la mediadelos valoresobtenidos+

el enorstandarden10-21 células.

Las 2,3-benzodiacepinasrecientementedesarrolladaspor Tarnaway cols (1989) se

comportancomoantagonistasno competitivosde los receptoresde AMPA. En neuronasde

hipocampoen cultivo el efecto de GYKI 52466 es aproximadamenteunas45 vecesmenos

potentesobrelos receptoresde kainatoquesobrelos receptoresde AIvWA, calculándoseun

1C5<,de 9.8 uM y 450 i.iM paralos receptoresAMPA y kainatorespectivamente(Paternainy

cols, 1995). En neuronasdel ganglio de la raíz dorsalse necesitanconcentraciones>200 .tM

para conseguirel mismo efecto. La inhibición de este compuestoes independientedel

potencialde membranay de la concentraciónde agonistautilizado (Wilding y Huettner,

lC~ 38.5pM
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1995). En la línea R 110 las respuestasde KA 100 pM frieron inhibidas pobre y

reversiblementeporconcentracionescrecientesde &YKI 52466.La 1C5<, calculadaLe de281

+ 98.5 ~M (verfigura 21), semejantealencontradoen célulasdel ganglio dela raízdorsal.

+ GYKI 3pM + GYKI 10pM

20
l2%~jpA

0 1 3 10 30 100

[GYKII (pM)

Figura 21. Efecto (leí antagonista 110 compet¡tivo (le los receptores AMPA, GYKI 52466, sobre los

receptores de kainato. A) Respuestas deka¡nato100 mM antesy en presencia de concentraciones de GYKI

52466crecientes. 13) Inhibicióndela respuestadekainatopor concentracionescrecientesdeGYKI 52466. Las

barrasrepresentanla mediade los valoresobtenidos±el error standard de 4-12células.

Las lectinas son proteínascon sitios de unión de alta afinidad para polisacáridos.

Algunas potencian la respuesta de los receptores de AMIPA y de kainato, al reducir su

desensibilización(Mayer y Vyklicky, 1989; Wong y Mayer, 1993; Partin y cols, 1993;
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Patneau y cols, 1994). Cuanto mayor es el número de sitios potenciales de glicosilación más

sensiblesson los receptoresno-NMDA. Porello, la acciónde las lectinasesmayorsobrelos

receptoresde kainato(6 sitios en GIuR5-7 y de 8-10 sitios posiblesenKA1-KA2) quesobre

los receptoresde AMPA (4-6 sitios posibles).El efectode las lectinastrasun breveperíodo

de incubación(~ 3-5 minutos)es ampliamenteirreversible.

En la líneaR 110, la incubaciónconconcanavalinaA (ConA 0.3 mg/mí> durante5

minutos produjo respuestasde mayor amplitud con incrementodel mido de membrana

respectoa las célulassin tratar. ConA redujo la desensibilizacióndel receptor,potenciando

también la respuestaal pico. La amplitud de la corriente estacionariafUe incrementada

alcanzándoseamplitudessemejantesa la respuestapico inicial (figura 22A>. El efecto de

ConA no fUe reversible.Una vez tratadala placaconConA no seobservaronrespuestassin

componenteestacionarioen ningunaotra célula.El porcentajede célulasqueno respondieron

aglutamato(15%)antesdeincubarla placaconConAse mantuvoconstantetrasel proceso.

El tratamiento con ConA previno un 60.2 ±1.8%(n = 11) la desensibilizaciónde la

corrientetransitoriainicial (ver figura 22B>. Estareducciónde la desensibilizacióndurantela

faseinicial de la respuestaa glutarnatoorigina, probablemente,lapotenciaciónobservadadel

pico de la respuesta.

Tras la incubación con ConA, la amplitud de la corriente al pico generadapor

glutamato fUe el 170.2 ±7.3% (n =5) de la amplitud a pico inicial. Mi mismo, la respuesta

estacionaria inexistenteantesde la incubación con ConA fUe incrementadaalcanzando

amplitudessemejantesa las observadasen las respuestasal pico control (98.1 ±8.5%) (ver

figura 22Ay 22C).
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Figura 22. ConA reduce la desensibilización en los receptores de ka¡nato de la línea R 110. A) Respuesta

a glutamato 1 mlvi. a -70 mV. antesy despuésde ser incubadala placadurante5 minutosconConA, B) En 11

células se calculó la desensibilización, según la fómitila: (pico-ss)/picox 100. evocadapor glutamato 1 mM

antesy despuésde incubarla placacon ConA, ConA previno un 60.2±1.8% de la desensibilización de la

respuesta.C) En 5 célulasse calculó la amplitud de la respuestatras la incubaciónde la placa con ConA.

Obsérvesela potenciacióndc la respuestapico (170.2±7.3%) y la aparición de un componenteestacionario

(plató) en la respuesta, similar en amplitud ala respuestaal picocontrol (98.1 ±8.5%).

ConA no modificó la relación 1/V (ver figura 23B) y en ninguna de las células

estudiadasseobservócorrienteapotencialesde membranapositivos. Trasla incubacióncon

ConA, la relación 1/V de las respuestasmedidas al pico y en su estado estacionario

igualmentepresentaronrectificaciónentrante(ver figura 23Ay B).
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Figura 23. Con A no modifica la relación 11V de los receptores de kainato de la línea R 110. A) Variación

de la amplitud de la respuesta enfUncióndel potencialde membrana.Antes(izda)y después(deha)de incubar

con ConA. E) Representación de la relación 1/V en célulastratadasy sin tratar con ConA. Obsérvese que la

rectificaciónde entradapersistetras incubarconConA.

El coloranteAzul de Evaus (EH) ha sido descrito como un modulador de los

receptoresde AMPA. Su adición modifica las propiedadescinéticasde los receptoresde

AMPA, al reducir y enlentecersu desensibilización(Lebmanny cols, 1992>. Sin embargo,

tambiénpareceactuarcomoun potenteinhibidor de las respuestasde kainatoencélulasHEK
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293 transfectadas con GIuR6(R) (Price y Raymond, 1996), y como modulador de las

respuestas de kainato en los receptores de kainato nativos en neuronas hipocampo (Ruano y

cols, 1995).

Con el fin de determinarsu acción sobrelos receptoresde kainato expresadosen la

líneaR 110, serealizaroncurvasdosis-respuestaadosconcentracionesdiferentesde kainato

(300 pM y 5 mM) (ver figura 25C>. Los experimentos realizados indicaron un

comportamientocelular diferente en presenciade EH segúnla concentraciónde kainato

utilizada. Así, EH en presencia de concentraciones saturantes de kainato (5 mN4> bloqueó la

respuesta(ver figura 24A), mientras que a concentracionesmenoresde kainato (300 iM)

potencióo inhibió la respuestasegúnla concentraciónde EH perfiindida (ver figura 24B y

24C>. La perfUsiónde kainato 300 gM en presenciade EH 1 pM generórespuestascuya

amplitud fUe el 123.4±8.7% (n = 11) de la amplitud control, mientrasque la perfUsiónde

concentracionesmayoresde EH produjeron inhibición de las respuestas.Estasrespuestas

presentaronun componenteestacionariono observadoen suausenciao cuandose perfhndió

unaconcentraciónde agonistamayor (ver figura 24). En la líneaR 110 el efectode EH sólo

fUe parcialmentereversibletrasel lavado,al igual quese habíadescritoen neuronastalámicas

(Lebmanny cols, 1992).
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A KAINATO +ER +EB
5mM 1pM 30 pM

20
500 ms pA

B KAINATO ¿~ KAINATO +EB
t’ 300pM 10pM

+ EB 1 pM
20
pA

500 ms

Figura2-6. Efecto del colorante ER sobre los receptores de kainato presentes en la línea 11 110. A) Efecto

dosisdependientede EB sobrelas respuestaspor 5 mM de kainato. En respuestasinducidaspor 300 jiM de

kainato la perfusiónde EB 1 piM generóun aumentode la amplitudde la respuestatanto al pico comoal

estadoestacionario(B). La perfusióndeuna concentraciónmayor produjo inhibición de la comenteinicial,

peropotencióla corrienteestacionaria(C).

El decrementode la velocidadde desensibilizacióny/o la apariciónde un componente

estacionarioindicó que EH fine capazde modularlas propiedadesde desensibilizacióndel

receptor de kainato. La constante de tiempo del proceso exponencialque definió la

desensibilización(Td> se duplicó (1.96±0.3veces)trasaplicarEH 1 pM (ver figura 25>. Esta

acción fUe dosis dependientey más evidentecuandola concentraciónde agonistaensayada

fUe menor. Al utilizar 300 pM de KA, EH produjo enlentecimientosligeramentemayores

(2.23±0.9veces,3.2 ±1.2 veces,paraEH 1 y 30 jiM, respectivamente)(ver figura 25B3>.

La apariciónde un componenteestacionarioal perfbndir300 pM de kainato en presenciade

EH (ver figura 24 y 25) permite estudiar la relación entre la amplitud de la corriente

estacionaríay la amplitud de la corrientepico en presenciade diferentesconcentracionesde

EH, observándoseun incrementosignificativo y constantea todaslas concentracionesde EH

ensayadas(ver figura25D). Así mismo, pareceexistir unaciertasimilitud entreel incremento
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de la td y la reducción de la amplitud de la respuesta al pico, al ser mayor la relación entre la

amplitud de la respuesta en el estado estacionario y la amplitud al pico según se aumenta la

concentracióndeEH (ver figura 25B3 y 25D).
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Figura 25. La corriente evocada por kainato durante la exposición de ER difiere del control en la td y en
la relación <le la corriente estacionaria y la corriente al íico. Corrientesevocadaspor la rápida aplicación
de 5 mM dekainato(A) ó 300 pM (B). antes(Al. El) y durantela exposicióndeEH (A2, 132). Las respuestas
de los ejemplos se ajustaron a una exponencial que aparecesuperpuestaal registro con la ~tdindicadaen cada
caso. Las Td durante la exposición de EH incrementaronde forma dosis-dependiente(A3 y 133) (6-11 y 9-18
célulaspara A3 y 133. respectivamente).C) Curva dosis-respuestapara EH sobre respuestasevocadaspor
kainato300 pM ó 5 mM. O) Decrementode la desensibilizacióndurantela exposicióndeEHal perfiindir 300
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PROPIEDADES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN LA

LINEA RilO

Con el fin de determinarla presenciade otrasconductanciasen la líneaR 110, en 32

célulasseestudiaronlas corrientesdependientesde voltaje. Las célulastuvieronun potencial

de membranaen reposode -58.3±5.4 mV (n = 25). En nuestrascondicionesde cultivo, la

línea R 110 expresódiferentestipos de corrientesde potasiodependientesde voltaje, no

observándosela presenciade corrientesde sodio dependientesde voltaje en ninguna de las

célulasregistradas(n = 10).

En los experimentosquesedescribena continuación,la concentraciónintracelularde

potasio fUe de 136 mM y la extracelularde 5 mlvi, pudiéndosecalcularun potencial de

equilibrio paradicho ión deaproximadamente-85 mV.

La aplicaciónde pulsosdepolarizantesdesdeun potencialde reposode -60 mV, a

diferentespotencialesde membranaquevariaron desde-50 mV a90 mV, enincrementosde

20 mV, desenmascaróen todaslas célulasregistradas(n = 18) unacomentesalienteque se

activó a potencialesmás positivos de -40 mV (-30 ±10 mV), y que presentóescasa

unactivación.Cuandoel protocoloanterior se realizó desdeun potencialde membranade -

110 mV, apareciósuperpuestaa la corriente antenoruna corriente inactivante,que se

desenmascaróal sustraerambos componentes.Estascorrientesmostraronuna relación1/V

dondela conductanciaaumentósegúnse depolarizóla celula (ver figura 26). Aunqueno se

estudiaronfarmacológicamenteestoscanales,estascorrientesson compatiblesdebido a las

solucionesutilizadas con corrientes de K& y parecencorrespondersecon un rectificador

retardado(IK), y unacorrientetipo-A (LA).
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Figura 26. Conientes voltaje depcndientes de it ohservadas en la línea 1< 110. A) La sustracción de

ambosprotocolos permitió desenmascarar amboscomponentes.Estascorrientespodríancorresponderseconun

rectificador retardado (IK) y una corriente tipo-A (‘A). E) Normalización de las respuestasy presentaciónde

amboscomponentes(n= 18).

Con el fin de no bloquearlos procesosdependientesde calcio, la concentraciónde

EGTAsedisminuyóen la pipetade registro(0.1 mM>. En estascondicionesse observóuna

corriente saliente que aumentó en amplitud en fUnción del voltaje y la concentración

extracelularde calcio, siendomás evidentea potenciales=50 mV (ver figura 28). En algunos

parches, se pusieronde manifiesto eventosunitarios de gran conductancia,que podrían

relacionarsecon corrientesdepotasiocalcio dependientes‘Kcn
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Figura 28. corriente de potasio dependiente de calcio en la línea R 110. A) Obsérvese como al aumentar la

concentraciónde calcio exiracelular.arunenta[a amplitud de la corriente. El aumento de la corriente fue

dependientede voltaje. B) La curva1/V fue constn¡ida con los ~‘aloresde la corriente descrita. C) La frecuencia

y [aamplituddelos eventosúnicosaumentaronal depolarizarla membrana.

La aplicaciónde pulsoshiperpolarizantesdesdeun potencialde reposode -60 mV, a

diferentespotencialesde membranaquevariarondesde-60 a -150 mV, en incrementosde -

10 mV, desenmascararonunacorrienteentranteen todaslas célulasregistradas(n = 12). Esta

corrientesehizo obvia a potencialesde membranapróximosal potencialde equilibrio parael

ión potasio,aumentandosu amplitudapotencialesmáshiperpolarizados,alcanzandosu valor

máximo alrededorde -150±10 mV. A potencialesmuy hiperpolarizados(=-120 mV), la

e

calcio2 mM calcio 5 mM
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corriente mostró cierto grado de inactivación (ver figura 29). Aunque no se estudió

farmacologicamente, esta corriente se correspondería con un rectificador de entrada ‘K.ffi-
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Figura29. CorrienteIy.~ en célulasR 110. A) Activacióne inactivaciónde la corriente Ig<~ desde-60 mV.

13) 1/V conla representacióndetodoslos valores.

Estosresultadosindicanque las célulasde la líneaR 1.10 expresancanalesdepotasio

del tipo ‘K, ‘A, ‘KC~ e ~ los cualeshan sido igualmenteencontradosen oligodendrocitos

(pararevisiónver: Sontheimer,1994>.

e
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IMPLICACIÓN DE LOS RECEPTORES DE KAR4ATO EN FENÓMENOS DE

MUERTE CELULAR

MUERTE CELULAR EN LA LINEA R 110

Existen numerosas evidencias indicando que los receptores íonotrópicos

glutamatérgicosde AMPA y de NMDA están involucrados en la muerte neurona]

excitotóxica asociadaa diversas patologíasdel SNC (para revisión ver: Meldmm y

Garthwaite, 1990).Sin embargo,no existendatosconcluyentesacercade quelos receptores

de kainato puedano no desempeñarun papel en este tipo de procesos.Ello es debido

principalmentea la carenciade agonistasespecíficosde estosreceptoresy al hechode quelos

receptoresde kainato y AMPA son coexpresadosen las mismascélulas. Como se ha

demostradoanteriormente,la líneaR 110 únicamenteexpresareceptoresde kainato, por lo

querepresentaun buenmodeloparadeterminarsi la activacióncontinuadade los receptores

dekainatoconlíevao no fenómenosde excitotoxicidad.

En un primer ensayose evaluóla mortalidadcelular inducidapor kainato 20 ~íMy

domoato 2 ~tMaplicando pulsos de distinta duración(1 y 12 h>, estimándosela muerte

celular a las 24 h del inicio del pulso. Los resultadospusieronde manifiestounareduccióndel

número de células vivas en los pocillos tratadosrespectoa los controles,y un mayor

porcentajede mortalidad con domoato (16.1 ±1.2%- 347 + 0.4%, para 1 h y 12 h de

exposición,respectivamente)que conkainato(11.2±0.3%;26.1 + 5 9% para1 h y 12 h de

exposición,respectivamente>en los dos tiempos ensayados(ver anexo,tabla 2>. Traseste

pnmerensayoel restodelos experimentosserealizaroncon domoato.

La mortalidad celular se valoró con ioduro de propidio/acetatode fluoresceína

(FdaIPI) y con azul trípano. El marcajecon azul tripano no fUe homogéneopor toda la

superficiecelular, existiendocélulasparcialmenteteñidas.Paracomprobarsi éstasúltimasse

correspondíancon células muertaso no, se realizaronexperimentosdonde se valoró la

muertecelular por los dos métodosanteriormentedescritos.La mortalidadcelular obtenida

por ambastécnicasfUe semejante,descartándosela posibilidadde artefactoen la tinción y

considerándosea las célulasparcialmenteteñidascomomuertas.
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Paraverificar si el medio de cultivo ejercíaalgunainfluenciasobrelas característicasy

los porcentajesde mortalidadcelular encontrados,se realizaronexperimentoscon células

crecidasen medio de cultivo con y sin suero.Las célulasse sembraroncon sueroen ambos

casosparafacilitar su adhesióna la placa.Unavezadheridas,se sustituyóel medio consuero

por otro sin suero,y semantuvieronen estascondiciones48h antesde realizarel ensayo.La

proporciónde célulascon diferentemorfología(célulasde tipo fUsiforme y célulasglobosas)

se conservóen los pocillos mantenidossin suero.Las célulasglobosasaparentementeno

modificaronsu morfología, mientras que las de tipo fUsiforme se alargarony estrecharon

respectoa lasmantenidascon suero.EstefenómenofUe reversible, la adiciónde sueroen el

medio de cultivo revirtió el efectoobservado.

El efectoexcitotóxicode domoatoen los ensayossin suerofUe semejante(ver anexo,

tabla 4). Por tanto, la presenciao ausenciade sueroen el medio de cultivo no modificó

significativamentelos porcentajesdemortalidadobservados.

La exposicióntransitoriade domoato (10 pM) produjo porcentajesmayoresde

mortalidadsegúnsefUe aumentandoel tiempode exposiciónal agonista(ver anexo,tabla ~>.

Este aumento alcanzó hastaun 80% (82.9 ±1.3%, a las 48h) (ver anexo, tabla 4> al

mantenersede una formacontinuadala exposiciónde domoato.Tal incrementosiguió un

cursotemporalquepudoajustarsea unaexponencialcuyaconstantede tiempofUe de 8.3 h

(verfigura 30A). En concordanciaconestosdatos,los pulsosde domoatode 3 h, 6 h o 48 h

evidenciaronigualmenteun incrementodel númerode célulasmuertas,cuandoello se evaluó

alas48 E desdeel inicio del pulso(ver figura 30B).

Con la exposiciónde domoato (10 1.M), se observarondiferenciasde morfología

celular entre los pocillos tratadosy los controles. En los primeros, las células crecieron

agrupadas,presentaronun aspectoredondeadono turgente,con pérdidade prolongacionesy

condensaciónnuclear,mientrasque en los controlesel crecimientocelular fue homogéneo,

sin cambiosmorfológicos evidentes.Estos cambiosfueron más evidentesal aumentarel

tiempode exposicióndel agonista.
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Figura 30. La mortalidad celular en la línea R 110 fue tiempo de exposición dependiente. A) Evolución de

la mortalidad con el tiempo de exposición al agonista (domoato 10 pM). La mortalidad creció

exponencialmentecon el tiempode exposición.La cunasuperpuestacorrespondea un procesoexponencial,

que presentóuna constantede tiempo (83% de mortalidad)de 8.3 horas. E) La exposicióntransitoria de

domoatoevaluadaa las 48 Ii de la exposiciónevidenciómenormortalidadque la obtenidaen la exposición

continuadadedomoato,(*) Testde la t deStudent-pareado(p <01).

MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS TIPO

u

En cultivos primariosde astrocitos de rata,se han descrito la presencia de receptores

funcionales tanto de AMIPA como de kainato. Por ello, se estudió el posible papel

excitotóxicode los receptoresde kainatoenestetipo celularglial no oligodendrocitico.

Para diferenciar la toxicidad mediadapor cadatipo de receptor, éstase valoró

mediante la aplicación de domoato en presencia de GYKI 52466 y GYKI 53655,

antagonistasde los receptoresde AN4PA.

Los resultadosindicaron unaciertatoxicidad intrínsecaparalas 2,3 benzodiacepinas,

ligeramentemayorpara GYKI 53655 que paraGYKJ 52466 (ver figura 31). Los pocillos
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incubadoscon GYKI 53655 mostraronun 5% más de mortalidad que los tratados con GYKI

52466(10.2± 1.1%) (ver anexo, tabla 5>. La mortalidad mediada por activación del receptor

de AMPA sepudo calcularenel 348%(utilizandoel GYKI 52466>,mientrasquecuandose

utilizó GYKI 53655 fije del 34%.
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KA (GYKI 52)
KA <GYKI 53>
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NETA (%)
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43.2

Figura 31. Efecto de un íulso de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Los valores corresponden

ala media±el error estandard. Todos los pulsostuvieronunaduraciónde 3h y la valoración se realizó a las

24h del inicio del pulso. A la derechaseindica la mortalidad neta calculada inducida por la activación de cada

tipo dereceptor.

La mortalidad global del cultivo fue mayor que la observada en la línea R 110 en estas

mismas condiciones (43.2% y 253%, para astrocitos y células R 110 respectivamente> (ver

anexo,tabla3), peromenorsi únicamentesecompara la mortalidadestimadamediadapor el

receptorde kainato(9.2%).

Trasla incubacióncon domoato,las célulasse presentaronedematosascon aspecto

granuloso. La tinción nuclear desenmascaróalgún núcleo picnótico y una fluorescencia

puntiformemás acusada.

~lTOS
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MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS DE

HIPOCAMPO

Paracomprobarsi la activaciónselectivade los receptoresde kainatoejerceun efecto

semejante en neuronas, se realizaron experimentos similares en cultivos primarios de neuronas

de hipocampo, que expresanreceptores fUncionales de NtvIDA, AMPAy kainato (Lerma y

cols, 1993).

Con el fin de valorarel porcentajede mortalidadcelulargeneradoporcadatipo de

receptor,los agonistasutilizados(glutamatoy domoato)fueronañadidossóloso coaplicados

con antagomstasespecíficosde estos receptoresa concentraciónsaturante,D-2-amino-S-

fosfonovalerato(APV) 100 iM, paraantagonizarel receptorde NMDA, y GYKI 52466 ó

53655 100 pM, parael receptorde AMPA. Todos los ensayosse realizaronaplicandoun

pulso de agonistade 3 h de duracióncuyo efecto se valoró a las 24 h del inicio del pulso,

comosehabíarealizadoanteriormenteen los cultivos de astrocitos.La mortalidadprovocada

por la activaciónde los receptoresNMDA, AMPA y kainato seevaluóutilizando la tinción

de azul tripanoo la tinción FdA¡PI, valorándosetambiénen algunosensayosla apanencia

nuclearmediantela tinción de Hoesch33342(ver materialesy métodos4).

Los cultivosneuronalesfueronmás sensiblesal pulso de domoatoquela líneaR 110

o los astrocitos(veranexo,tabla7). La mortalidadcelularfue próximaal 70%cuandono se

añadióningúntipo de antagonista.La adiciónde antagonistasredujola mortalidadcelular. En

estesentido,tanto la adiciónde GYKI 52466comola de APV fueroncapacesde preveniren

granmedidala muerteneuronal,siendola combinación(APV + GYKJ 52466>la másefectiva

(verfigura 32 y anexo,tablas6 y 7).

En estos experimentossecalculó tambiénla mortalidadnetapara cadauno de los

receptoresactivados en neuronas.Esto se hizo sustrayendolos valores promediode las

células muertasencontradasen presenciade los antagonistasGYKI 52466 y APV (sóloso

coaplicados>.Así, la mortalidad inducida por la activación del receptor de kainato fue

calculadaa partir de la sustracciónde los valores(APV + GYKI 52466 + agonista)- (APV +

GYKI 52466)(veranexo,tablas6 y 7>. De la mismaforma, se realizaroncálculosparecidos
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paraobtenerla mortalidadinducida por la activaciónde los receptoresde NMDA, y de los

receptoresde AMPA junto con la fracción no bloqueadade los receptoresde kainato. Al

restarde éstos,los porcentajesde mortalidadobservadosen (APV + agonista)-(APV>, se

obtuvo la mortalidadinducidapor la activaciónde los receptoresde AMPA y de kainato,y

finalmente al sustraer(GYKI 52466 + agonista) - (GYKI 52466) se pudo obtener la

mortalidad inducida por los receptoresde NMDA y de la fracción no bloqueadade los

receptoresde kainato(«KA).

Cuando se utilizó glutamato (GLU 10 pM) como agonista, se obtuvo

aproximadamente un 41% de mortalidad mediada por el receptor deNMDA, un 30% por el

receptor de AMPAy un 4.7% por el receptor de kainato (ver anexo, tabla 6>. Al usar

domoato(Do 10 gM), la mortalidadmediadapor la activación del receptorde AMPA o del

receptor de kainato fue semejante a la observada con glutamato (32% y 3.6%,

respectivamente>.Sin embargo, se encontró un componenteresistente (s 16%> al

antagonismototal del receptorde AMIPA y parcialdel receptorde kainatoporGYKI 52466

queerasensiblea APV (ver figura 32 y anexo,tabla 7). Esto podríadeberseaque domoato

podríainducir la liberaciónde glutamatoqueactuaríacomoagonistadel receptorde NMDA.

Es necesarioseñalarque al utilizar GYKI 52466 en los cálculos seestimaque un 20% del

receptorde kainatoesbloqueadoinespecíficamente(Paternainy cols, 1995), lo queocasiona

unasubvaloracióndel efectotóxico delos receptoresde kainato.
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Figura 32. Mortalidad mediada por receptores glutamatérgicos en un cultivo de neuronas de

hipocampo. Efecw de un pulso deDo (lO pM) ~ de glutamato (3 y 10 ~tM)en presenciay ausenciade

antagonistas. A la dcrecharelaciónde la mortalidadmediadapor cadatipo de receptor.Obsérvesecomo

disminuye la mortalidad mediadapor el receptorNMDA cuandose utiliza domoabo como agonista

(16.1%). Los valoresfueron la media±elerror estñndard.Todoslos pulsostuvieronunaduraciónde3hy la

valoraciónse realizó a las 24h del pulso. (4) indica los porcentajesmediadospor GLU 10 pM. («KA)

receptordekainatoresistentea la acción deGYKI 52466.
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Estetipo de ensayostambiénserealizaronen presenciade GYKI 53655,antagonista

específicono competitivo del receptorde AMPA (IC5o= 0.9 pM) queno afectaal receptor

de kainato(Paternainy cols, 1995).Los resultadosrevelaronqueGYKI 53655 fue altamente

tóxico en cultivos neuronales(ver figura 33B y anexo, tabla 8) y no produjo el nivel de

protección esperado.Sin embargo,dada su utilidad para diferenciar los receptorestipo

AMPA y tipo kainato, se realizaronexperimentosparaaveriguar si estecompuestoposeía

unatoxicidadintrínsecao no. Paradescartarunatoxicidadimpuestapor el solvente(Clii), se

realizaron ensayosa concentracionesdiez veces menores(GYKI 53655 10 ¡2v!). Los

porcentajesde mortalidaden los pocillos dondesevaloróla toxicidadde GYKI 53655fueron

similaresen ambasconcentraciones(ver figura 33B y anexo,tabla 8>, descartándoseesta

hipótesis.

La toxicidad asociadaa estecompuestoseevaluóen cultivos primariosde astrocitos

(vertoxicidad enastrocitos)y en células293 HEK. La incubaciónde GYKI 53655(100 pM)

en células293 HIEK, líneacelular deorigenno neura]dondeno existenreceptoressensiblesa

glutamato, en cultivos a alta y a baja densidad, no indujo toxicidad alguna, siendo la

mortalidadmenordel 6% (3.6 ±0.4% en los controlesy 5 ±0.4% y 4.5 ±0.3% en los

tratadoscon GYKJ 53655 100 pM y Do 10 pM, respectivamente;n = 6> (ver figura 33A).

La bajamortalidadobservadaen estossistemassugiereotro tipo de mecanismodetoxicidad.

En estosensayos,la adición de medio con una concentraciónalta de K
t extracelular

(K 45 mM> 30 minutosdespuésdel pulso, descritacomo protectorneuronal,redujo un 5%

la mortalidaden los pocillos previamentetratadoscon GYKI 53655 y casi un 10% los

previamentetratadoscon (APV + GYKI 53655 + Do).
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Figura 33. GYKI 53655 fue altamente tóxico en cultivos de neuronas dc hipocampo e inerte en células

293 HEK A) GYKI 53655 no tuvo ningúnefectoen la línea293 1-IEK. B) En neuronasfuealtamentetóxico,

¡a adición de (}(4 45 mM) 30 minutosdespuésdel pulso de domoato redujo los porcentajesde mortalidad

observadosen los cultivos neuronales.Los valoresfueron la media±el error estandard.Todos los pulsos

tuvieronunaduraciónde3h y la valoraciónserealizóa las 2-lb del pulso.

Morfológicamentelas neuronastratadascon APV o GYKI 52466 presentaronuna

aparienciasemejantea los controles.Se aprecióuna ligera turgencia,conservándoseintactas

las prolongaciones. Las neuronas tratadas con GYKI 53655 mostraron menos
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prolongacionesy másdelgadas,o carecieronde ellas, presentandosomasredondeadosde

menortamalio y con aparienciagranulosa.Las neuronasincubadascon glutamatoy domoato

presentaronun aspectosemejanteal descritoanteriormente.La condensaciónde la cromatina

y la fragmentaciónde la membranacelular fUe visible por fluorescenciautilizandoel reactivo

Hoechst33342.Las célulastratadascon glutamatoy domoatomostraronuna fluorescencia

más intensa que los controles (condensación de la cromatina), pienosis y algún cuerpo

apoptótico (ver anexo, tabla 9>. Si se realacionan los datos de mortalidad obtenidos en la

tabla 6 con la diferente actividad nuclear observadaen la tabla 9, sepodría suponerque

algunasde las células que presentaronmayor actividad nuclear serían suceptibles de

recuperación,ya que la suma de los porcentajesde los gmpos, mayor actividad nuclear,

picnosisy cuerposapoptóticos,fue superiora la mortalidadtotal observada.
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Muchas de las características conocidas de las células gliales están presentes en los

gliomas (ver Barres y cols, 1990; Sontheimer, 1994; Brismar, 1995). Los canalesexpresados

por los oligodendrocitos varían dependiendo de la especie, estado de desarrollo y medio de

cultivo utilizado. En el procesode maduración,los oligodendrocitossufrencambiosdrásticos

en su patrónde expresión.Los precursoresexpresancanalesde sOdiO(INa, INaH), de calcio

(tipo L y tipo T), canalesde cloro y numerosostipos de canalesde potasio(IK, ‘A, IK(caO, que

pierdenal diferenciarse(Sontheimery cols, 1989>. Así, en oligodendrocitosadultos no se

encuentrancanalesde sodio voltaje dependientes,ni canalesde calcio (que sonremplazados

por canalesI~) y disminuyenlas corrientesde potasio salientes(Sontheimery cols, 1989).

La expresiónde receptoresfUncionalestambiénse ve afectadaduranteel desarrollo.Así, la

densidad de los receptoresGABAA disminuye unas 100 veces durante el desarrollo

(Blankenfeldy cols, 1991), y los receptoresde glutamatodescritosen precursores(Gallo y

cols, 1994;Barresy cols, 1990)no sehanobservadoen oligodendrocitos.

En estesentido,la línea R 110, glioblastomamultiforme primitivo, posiblementede

origen oligodendrocitico,como indica su inmunopositividadparaproteínabásicade mielina

(MBP> y vimentina (Matute y cols, 1992), en nuestrascondicionesde cultivo, expresó

diferentes tipos de canales de potasio (IK, IK(Ca), I~), que coexisten con receptores

funcionales de kainato. fu vivo, los receptoresglutamatérgicosparecen controlar la

proliferacióny la maduraciónde las células gliales, modulandoel desarrollo celular en el

SNC.

Los receptoresglutamatérgicospresentesen la línea R 110 generaronrespuestas

evocadaspor kainato que sufrieron una rápida y total desensibilización, siendo la

recuperaciónde la desensibilizaciónde estas respuestasconsiderablementelenta. Otros

agonistascomo glutamato, quiscualatoo domoato también fueron capacesde activar la

mismapoblaciónde receptoresselectivosparakainato,como demostraronlos experimentos
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de desensibilizacióncruzadadel receptor.El agonistade los receptoresde AMPA, S-AMPA,

fue incapaz de generar respuestasmedibles, incluso a concentracionesde 1 mM.

Características similares han sido encontradasen receptoresrecombinanteshomoméricos

GIuRÓ (Egebjergy cols, 1991). La coaplicaciónde AMPA y kainato produjo una ligera

reducciónde la respuesta(s 14%>, igualmenteobservadoen el receptorhumanoEAA4

(homoméricoGIuR6)(Hoo y cols, 1994).El agonistaNIvIDA, específicode los receptoresde

NMDA, tampocofUe capazdeproducirrespuestas,resultadoesperableporel origenglíal de

estalíneacelular.

Los receptoresselectivosparakainatoen la líneaR 110 presentaronunarelación1/V

con unafUerte rectificaciónentrante.La rectificaciónde los receptoresGIuR6 dependede la

presenciao ausenciade subunidadeseditadasen el sitio Q/R Así, los receptoresno editados

(Q) muestran rectificación entrante, mientras que los editados (R) presentancierta

rectificaciónsaliente.Recientementeseha demostradoquela rectificaciónestáoriginadapor

un bloqueodependientede voltaje, debidoa poliaminasintracelulares(Kamboj y cols, 1995;

Koh y cols, 1995; Bowie y Mayer, 1995).La afinidad de las poliaminaspor el receptorde

kainatodependedel aminoácidopresenteen el sitio Q/R, siendomayorparalos receptoresno

editados(Q). A potencialesde membranamoderadamentepositivos, entre 10 y 50 mV, las

poliaminasentranen el poro bloqueándolo,necesitándosepotencialesmuchomáspositivos

paraque las poliaminaspuedanpermearpor el canal y se restaureel flujo iónico. Por las

evidenciasanteriorescabríasuponerque el receptorselectivopara kainato estudiadoen la

líneaR 110 estaríaformadoexclusivamentepor subunidadesGLuR6(Q). En concordancia

con ello, la determinaciónde las subunidadesexpresadasen la líneaR 110 por la técnicade

RT-PCR,pusode manifiestola existenciade subunidadesGIuR6 no editadasen el segmento

M2, y editadasy no editadas,en el segmentoMl.

Por consiguiente, estos resultados determinanque los receptores funcionales

expresadospor la línea R 110 son receptorescompuestospor subunidadesGIuR6(Q), con

todaslas posibilidadesde ediciónenel dominioMl.

La permeabilidada calcio del receptorde kainatoen receptoreshomoméricosGIuR6

seharelacionadocon los sitios deedicióndescritosno sólo enel dominio M2 sino tambiénen
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el Ml. Los estudios de Khóler y colaboradores(1993)en célulasI-IEK transfectadascon las

diversassubunidadesGluR6, explicanla permeabilidada calcio de estosreceptoresen fUnción

del gradoy tipo de edición. Mi, los homómerosGIuR6(R) presentanlos mayoresvaloresde

permeabilidadacalcio, mientrasquelos homómerosGIuR6(Q)con diversogradode edición

en el Ml muestranbaja permeabilidad.Los heterómeros(VCQ/VCR) presentanla menor

permeabilidadde las observadas.Porel contrario, al estudiarla corrientefraccionalde calcio

en células293 HEKtransfectadasconsubunidadesGIuR6 editadasy no editadas(Bumashev

y crIs, 1995), seobservóque éstatambiéndependedel gradode edición del dominio M2,

pero de forma similar a la descritaparael receptorde AMPA, permeandomáscalcio las

formasno editadas(Q) (f~= 1.55%) que las editadas(R) (f< 0.2%). Cuandoel dominio Ml

no estáeditadola permeabilidada calcio del no editadoen M2 aumentaligeramente(2%).

Los receptoresheterómerosconambasformaspresentanvaloresde permeaciónintermedios

(0.58%). Estosexperimentosestánen clara contradiccióncon los resultadosde Khóler y

colaboradores,dondelos receptoreseditados(R) eranlos máspermeables.Estasdiferencias

podríanexplicarsepor observaciónde la permeaciónde aniones,principalmenteC1, en las

formasR (Bumashevy cols, 1996) quecontribuiríana la corrientetotal, sobreestimándosela

permeabilidada calcio observada.Aún así, la permeabilidada iones Ca2~ descritapara los

receptoresde kainato es mucho menor que la observadacon estamisma técnica en los

receptoresde AMPA formadospor subunidadesno editadas(3.2 - 39%). Los receptoresde

kainatode la línea R 110 mostraroncierta permeabilidada Ca2~ya que, cuandocalcio fUe el

único ión permeante,éstos fueron capaces de generar corriente entrante. La fuerte

rectificación de entrada impidió calcularel potencialde reversión y por tanto, valorar la

permeabilidaddel canalparaesteión.

El receptorde kainato expresadoen la líneaR líO mostró característicassimilaresa

las descritasparael receptorpresenteen neuronas(Lermay cols, 1993): (i) no fue activado

por A.MPA, (u> las respuestasfueron totalmente desensibilizantes,(iii) la cinética de

desensibilizaciónfbe rápiday con un cursotemporalmonoexponencial,(iv> la sensibilidadde

estereceptorfUe bajaparaglutamato(EC
50 de 335 pM y 330 ¡aM, paraR110 y neuronas,

respectivamente>pero alta parakainato (EC5o de 15¡.tM y 22 pM, paraR 110 y neuronas,

respectivamente),(y) presentaronel mismotiempode recuperacióndel receptor(KA 40 s),

(vi) presentaronuna relación 1/V con una marcadarectificación de entrada,y (vii> las
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neuronas de hipocampo en cultivo también expresan altos niveles de la subunidad GIuR6

(Ruano y crIs, 1995).

En neuronas del ganglio de la raíz dorsal también se expresan receptores funcionales

de kainato con respuestas desensibilizantes y una afinidad semejante para kainato (EGo = 15

pM; Huettner, 1990), a la descrita en la línea R 110. Sin embargo, las respuestas de las

neuronasdel ganglio de la raízdorsaldifieren de las registradasen la líneaR 110 en: (i) ser

activadaspor AMPA con baja afinidad (EG0 = 520 pM), (Ii) presentar una cinética de

desensibilización lenta y con un curso temporal biexponencial en respuesta a kainato, y (iii)

presentarunarelaciónLV aproximadamentelineal. Al estudiarla composiciónmolecularde

las subunidades del receptor de kainato expresadas por estas neuronas, se demuestra la

existenciade altos nivelesde expresiónparalas subunidadesGIuR5 (Bettler y cols, 1990) y

KA2 (Herb y cols, 1992). Estas subunidades más que GIuRÓ, serían las que formarían los

receptores funcionales en las células de la raíz dorsal.

Hasido descritorecientementequetanto los astrocitos,como los precursoresgliales

(células O-2A) y la línea CG4expresan receptores de kainato (Patneau y cols, 1994). Estos

receptoresposiblementeestén compuestospor subunidadesGIuRÓ y KA2, ya que estas

células expresanaltos nivelesde estassubunidadesy bajos niveles de GIuR7 y KA1. Las

respuestasen células gliales secaracterizanpor: (i> presentarrespuestasdesensibilizantes

rápidas,(u> exhibir unaaltaafinidadparakainato(EG0= 5 pM) y unamuy bajaafinidadpara

AIVIPA, (iii) presentaruna recuperaciónde la desensibilizaciónlenta (unos 60 s>, y (iv)

mostrar una relación 1/V con rectifición de entrada, consecuentecon la presencia de

subunidadesGIuR6(Q) (Patneauy cols, 1994; Pulchalski y cols, 1994). La coexpresiónde

subunidadesKAI y KA2 con la subunidadGIuR6 confierenuevaspropiedadesal receptor

comounadébil sensibilidada AIVIPA (Herby cols, 1992).

Al estudiarla farmacologíadel receptorde kainato expresadoen la línea R 110, se

demostróqueestosreceptoresfUeron completamenteinsensiblesa CTZ. No observándoseni

potenciaciónde la amplitud de la respuesta,ni reducciónen el grado de desensibilizacion.

Estosmismosresultadoshan sido referidosenneuronasde hipocampoen cultivo (Paternainy
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cols, 1996),neuronasdel gangliodela raízdorsal (Wongy Mayer, 1993;Wilding y Huettner,

1995>, progenitoresde célulasglialesy receptoresrecombinantesGIuR6(Partiny cols, 1993;

Patneauy cols, 1994).La ligerainhibición de la respuestamedidaporCIZ al pico encontrada

en neuronasdel ganglio de la raíz dorsal (Wong y Mayer, 1993)y en células 293 HEK

transfectadascon receprnresde kaínato (Partin y crIs, 1993) no fue evidenteen la línea R

110.

En neuronas de hipocampo que no presentan receptores tipo AMPA, las respuestas

de kainato fueron inhibidas reversiblemente por CNQX, antagonista competitivo de los

receptores de AIvIPA. La potencia de este inhibidor (1C50 =6.1 jiM para KA 300 ~iM;

Paternain y cols, 1996> es semejante al descrito para el receptor humano EAA4 (‘Go = 4.3

,iM paraKA 1 mM; Hooy cols, 1994)y paralas neuronasdel gangliode la raízdorsal(1C50

—2pMpara GLU100 ¡iM; Huetner 1990>. En la línea CG4 concentraciones de CNQXde

30 ¡iM son capaces de reducir considerablemente la respuesta de kainato (Gallo y cols,

1994>. La línea R 110 también presentóinhibición reversiblede la respuestade kainato en

presencia de CNQX, pero este compuesto tuvo menor potencia (‘Go = 38.5 pM para KA

300 pM). Este resultado podría explicarsepor la homogeneidaddel receptorúnicamente

formado por subunidadesGIuR6pocosensiblesal CNQX(Bettler y Mulle, 1995).

Las respuestasde kainato fueron también inhibidas por altas concentracionesde

GYKI 52466 (1C50 de 281 ¡iM). Estapotenciafue semejantea la descritaen neuronasdel

ganglio de la raíz dorsal (1C50 > 200 pM; Wilding y Huettner, 1995), pero mayor que la

observada en neuronas de hipocampo (IC5o = 450 pM; Paternainy cols, 1995).

La incubacióncon ConA de las células R 110 produjo la potenciación de la respuesta

al pico de glutamato (1.5 - 2 veces)al reducirse la desensibilización de las respuestas.Esta

potenciación de las respuestas de glutamato por ConA en los receptoresde kainato es

comparablea la potenciaciónde las respuestaspor CTZ en los receptoresde AMPA

(aproximadamente100 veces)(Partin y cols, 1993>. Aunque se desconoce el mecanismo

molecularimplicado en la inhibición de la desensibilización,pareceestarrelacionado con su

unión directaa los residuosglucídicos situadosen los dominiosextracelularesdel receptor,

siendoesteefectomayorcuantomayoresel númerode posiblessitios deglicosilación.
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En neuronas de hipocampo en cultivo, la incubación con ConA invariablemente

provoca una reducción de la respuesta pico (Wilding y Huettner, 1997), sin modificar la

relación 11V.

En neuronas del ganglio de la raíz dorsal la incubación con ConA elimina

completamente la desensibilización de las respuestasen la mayoría de las células, no

alterándose ni la relación 11V, ni la afinidad del receptor por kainato ni domoato (Huettner,

1990). En la línea CG4, ConA aumenta la respuesta al pico de kainato aproximadamente un

230% y disminuye la desensibilizaciónaproximadamenteun 50%. Como en los casos

anteriores no se observó ninguna variación ni en la afinidad del receptor por kainato, ni en la

relación dosis-respuesta (Patneau y cols, 1994>. En la línea R 110 la incubacióncon ConA

previno un 60.2% la desensibilización de las respuestasde glutamatoy aumentóun 70% la

respuesta al pico, datossemejantesa los encontradosen célulastransfectadas.Al igual queen

otrascélulasconreceptoresdekainatoanteriormentedescritas,en la líneaR 110 tampocovió

modificadatras la incubacióncon ConA, ni la relacióndosis-respuestaparaglutamato, ni la

relación1/V.

Sedesconoceel mecanismode accióndel EB. En experimentosrealizadosen células

293 HEK transfectadascon GIuR6, seha descritounainhibición del 90%de la corrienteen

presenciade EB. acompañadade unadisminuciónde la desensibilizacióndel 10%(Raymond,

1995). Los mismosexperimentosrealizadosen células pretratadascon ConA, no muestran

estetipo deinhibición (Raymond,1995).Estosresultadossonsemejantesa los observadosen

oocitos recombinantesGIuR6 previamentetratadoscon ConA (Keller y cols, 1993), que

sugeríanqueestereceptorno erasensiblea EB.

En neuronasde hipocampoqueexpresanreceptoresde kainato, la perfusiónde EB

produceefectosdiferentes.En unasneuronas,ES abolió de forma reversiblela respuestade

kainato,mientrasqueen otras,disminuyóla desensibilizacióny potencióla respuesta(Ruano

y cols, 1995).
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En la línea R 110 se observó un comportamiento celular diferente en presencia de EH

según se perfundieran altas o bajas concentracionesde kainato. Así, a concentraciones

saturantes de kainato, EHbloqueó la respuesta, mientras que a concentraciones menores (KA

300~iM), EB potenció o inhibió la respuesta según la concentración de EB perfiindida. En el

receptor de AMPAen neuronas de hipocampo, se ha descritounamayorpotenciaciónde las

respuestas a kainato en presencia de CTZ, cuanto menor es la concentración de kainato

perfundida(Patneau y cols, 1993). De igual manera, también se ha descrito una interacción

competitivaentreEB y CTZ enlos receptoresde AMPA (Pricey Raymond,1996),y aunque

CTZ no tiene ningún efecto en los receptoresde kainato, EH podríapresentarun sitio de

unión semejante a descrito en CTZ, observándose este efecto al unirse a receptor de kainato.

En la línea R 110 el efecto de EH fue sólo parcialmente reversibletras el lavado, al

igual que se habíadescrito en neuronastalámicas(Lebmanny cols, 1992). En todas las

respuestas, independientemente del efecto observado, se observó un enlentecimiento de la

desensibilización dosis-dependiente, siendoesteefectomás acusadocuandola concentración

de kainato utilizada fue menor. Se desconoce si EH interactúa directamente con las regiones

del receptor involucradas en la desensibilización o estas acciones son debidas a mecanismos

alostéricos. En células transfectadas la naturaleza no competitivay la relativairreversibilidad,

unido a los efectos en la desensibilización y en la cinética de recuperación del receptor

sugieren que EH puede actuarmodificandola conformacióndel estadoabierto del canal y

desplazar el equilibrio entre los estadosabierto y desensibilizado(Price y Raymond,

1996).

IMPLICACIÓN DE LOS RECEPTORESDE KAINATO EN FENÓMENOSDE

MUERTE CELULAR

Estudios de actividad revelan una fuerte correlación entre el potencial citotóxico y la

potenciaexcitadorade los diferentesagonistasglutamatérgicos,sugiriendounaconvergencia

entre estos dos fenómenos.La toxicidad es consecuenciade unaexcesivaactivaciónde los

receptores,y éstacontribuyea la degeneracióny posteriormuertecelular. La vulnerabilidad

celular dependeentre otros factoresde: (i) la concentracióndel agonista,(u) el tiempo de
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exposición,(iii) el tipo de receptor,(iv) la edady el grado de diferenciacióncelular y por

último (y) de la capacidadcelular paraneutralizarel aumentode la concentraciónde calcio

intracelular.

En la línea R 110 la presenciaexclusivamentede receptoreshomoméricos

GIuR6(Q) facilita la valoraciónde posibles implicacionesdel receptorde kainatoen

procesos de muerte celular. Los experimentos demostraron una mortalidad

significativa, dependiente del tiempo de exposición a kainato o domoato,

relacionandode estemodo, la activacióndel receptorde kainato en fenómenosde

excitotoxicidad.La mortalidadobservadafue mayoral utilizar domoatoprobablemente

porgenerarrespuestasparcialmentedesensibilizantesal activar los receptoresde kainato

(Lermay cols, 1993; Huettner,1990; Hoo y cols, 1994).

La presenciao ausenciade sueroen el medio puedemodificar la expresiónde

canalesiónicos en las célulasgliales en cultivo. En estesentido,el mantenimientode la

líneaR 110 en ausenciade sueroprodujo un cambio reversibleen la morfologíade las

células de tipo fusiforme. Sin embargo,la mortalidad observadaen estoscultivos fue

semejantea la descritaen cultivos con suero, concluyéndoseque la mortalidad celular

observadafue independientede la presenciao ausenciade sueroen el medio de cultivo

utilizado. Esteresultadopodríaexplicarsepor unamenordependenciade estascélulasa

los factoresañadidosen el suero al medio de cultivo. Esto no ocurre en cultivos de

astrocitostipo II, donde la ausenciade suero favorece la expresión de una gran

diversidady densidadde corrientesde calcio en comparacióncon los encontradosen

cultivos con suero(Barresy cols, 1990),o la ausenciade corrientesde sodio descritasen

cultivos con suero(Barresy cols, 1990).

La mortalidadmediadapor los receptoresde NMDA y AMIPA ha sido asociadaa

un aumento de la concentración del calcio intracelular. La presencia de cierta corriente

en respuesta a kainato o domoato en la línea R 110 cuando calcio fue el único ión

permeante es consecuente con la expresión de receptores homoméricosGIuR6(Q), forma

más permeable al ión calcio en recombinantes GluR6 (Burnashev y cols, 1995). Esta vía

de calcio, abre la posibilidad de que la toxicidad mediada por este receptor de kainato
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también pueda ser debida, como en los otros receptores glutamatérgicos, a un aumento

de la concentración del calcio intracelular. Recientemente la activación por kainato en

oligodendrocitos del nervio óptico también ha sido relacionada con la

sobreexcitación de los receptores de kainato,acompañada de un aumento en la

concentración de calcio intracelular (Matute y cols, 199v>.

En la línea R 110, en presenciacontinuadade domoato la mortalidad neta

maxima fue del 83%. Los valores experimentales en el tiempo se ajustaron a una

exponencial cuya constante de tiempo fue de 8.3 h. Esto significa que en ausencia de

cualquier otro receptor activado por domoato, la activación continuada del receptor de

kainato puede llevar a la muerte celular. Los resultados presentados en esta memoria

indican que tal activación produce la pérdida de elementoscelulares,principalmentepor

necrosis.

Para corroborar si el efecto tóxico observado en la línea R 110 era mediado por

la activación continuada de los receptores de kainato, se realizaron experimentos

semejantes en cultivos primarios de astrocitosy de neuronas-hipocámpicas.Ambostipos

celularesexpresanestaclasede receptores(Lermay cols, 1993; Patneauy cols, 1994).

Parapoderdiferenciarla toxicidadmediadapor cadatipo de receptor(NMIDA, AMPA

y/o kainato> se coaplícaronconcentracionessaturantesde los diversosantagonistas

disponibles.Es conocidoque los astrocitostipo II no expresanreceptoresde NMDA y sí

receptores AMPAy kairiato (Wyllie y cols, 1991).El porcentajede muertecelularglial tras la

exposición a domoato fue superior al valorado en la líneaR 110, peromenorqueel neurona].

La mayor mortalidadglial observadarespectoa la línea R 110 es debida,sin duda, a la

activación de los receptores tipo AN4PA, dado que la coaplicación de antagonistas para este

receptor disminuyó drásticamente el porcentaje de mortalidad observado.

La menor mortalidadglial respectoa los cultivos de neuronasde hipocampopodría

explicarsepor la ausenciade receptoresNIVIDA y la menor densidadde receptoresno-

INMIDA. Adicionalmente,la regulaciónmáseficaz de los niveles de calcio intracelular por los

astrocitos,podríaserotra causa.
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En cultivos neuronales en presencia de glutamato la vulnerabilidad celular fUe

parcialmente prevenida por la presencia de APVy GYKI 52466.El GYKI 52466 ha sido

descrito como neuroprotector en retinas embrionarias de poíío sobre la población de

receptores no-NMDA, pero no ejerce ningún efecto protector sobre la población de

receptores de NMIDA (Zorumski y cols, 1993>. Por el contrario, A.PV disminuyó la

vulnerabilidadmediadapor los receptoresde NMDA, pero no produjo ningún efecto

protector cuandose activó la población de receptoresde AMPA y/o kainato. Ambos

mecanismosexplicaríannuestrosresultados.De hecho,la combinaciónAPV + GYKI

52466 fue la más protectora. Al utilizar domoato como agonista se observó un

porcentajede muerte semejanteal descrito en presenciade glutamato tanto en la

mortalidadglobal del cultivo, como en la mortalidaddisparadapor los receptoresde

AMPA y por los receptoresde kainato. Sin embargo, la mortalidad mediadapor el

receptorde NMDA se vió altamentedisminuida pero no eliminada.Este resultadoes

esperableal no ser sensibleestereceptora domoato.La mortalidadresidualobservada

podría explicarsepor la existenciaen el medio de glutamato, procedentede las células

muertaspor domoato, que activarían al receptorde NIVIDA. La densidad,el tipo de

receptoresfuncionalesy el agonistautilizado determinarála sensibilidadde la célula al

dañoexcitotóxico. Las célulasmásvulnerablesseríanaquellasque presententodos los

tiposde receptores.La sumade los porcentajesde mortalidadmediadaparacadatipo de

receptorfue mayor que la modalidadglobal del cultivo. Esto indica que en nuestros

cultivos, algunasneuronascoexpresaronlos diferentestipos de receptores.

El GYKI 53655,antagonistano competitivo con mayor afinidad parael receptor

de AMPA (a una concentración100 ¡iM bloqueatotalmenteel receptorAMPA sin

afectaral receptorde kainato>,no pudoutilizarseparadiferenciarla mortalidadmediada

por el receptor de kainato, por ser tóxico en cultivos neuronales (31% con una

concentración de 100 .tM>. La toxicidad de GYKI 53655 no parece intrínseca al

compuesto,ya que su aplicación en otros cultivos no tuvo ningún efecto o bien fue

moderado.Sin embargo,independientementede la mortalidadglobal observadatantoen

cultivos neuronalescomo astrocíticos,existió un pequeñoporcentajede mortalidad(4-

10%)queno pudojustificarsecomomortalidadmediadapor el receptorde AMPA o por

-81-



DISCUSIÓN

el receptor de NIvIIDA. Este porcentaje podría ser debido a la sobreactivación de los

receptores de kainato.

En conjunto, estos resultados indican que los receptores de kainato podrían

participar en procesos patológicos degenerativos como se ha descrito para los receptores

deAMPAydeNMDA.
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CONCLUSIONES

L- La línea R 110 expresa exclusivamente una población funcional de receptores de

glutámico,quesonselectivosparakainatoy queestánformadosdemaneraexclusivapor

la subunidadGIuR6(Q). Estasubunidad,sin embargo,estápresenteen variasformasque

incluyentodaslas posibilidadesde ediciónen el dominioMl -

2.- La activación continuadadel receptorde kainato puededesencadenarla muerte

celularpor fenómenosexcitotóxicos.
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CONTROL lh/24h 4.03±0.2 2

KA2ogv! lh/24h 11.2±03* 5

Do2pM 1h124h 161±12** 5

CONTROL 12h/24h 6.9±0.6 2

KA2O gvt 12h/24h 29.1 ±3.2 * 5

Do 2 ¡dvi 12h/24h 34.7±0.4 ** 5

Tabla2. Ensayomortalidadcelularcon kainato y domoato en la línea 11 110. Los ensayosserealizaron en

medio con suero.Testde la t de Student-pareada. significativo respecto al control * p <0.5 y ** p = 0.0 1.

CONTROL Todoslos tiempos 11.8 ±0.8 25

Dolo pM lh/lh 27.1±2 *0* 4

Do 10 [tM 1h124h 31.2±1.8 *0* 4

Do 10 ~iM lh/96h 48.2±3.5 ** 4

Do 10 pM lh/120h 57.7±2.5 * 4

Do JO ¡iM 3h/3h 29.4±1.1‘~~‘ 4

DolO 1ilvl 3h/24h 37.1 ±2.6* 8

DolO¡iM 3l048h 51.4±28* 8

Do 10 ~.M 3lV72li 54.8±3.8 ** 4

DolO gv! 3W96h 59.6±4.2** 4

Dolo p.M 6h/6h 58.3±3* 7

Do lO i~1vI 6h/24h 78.5±1.1* 8

Do 10 pM 61i148h 807±2.9 * 4

Tabla 3. La mortalidad celular ante una misma concentración de agonista fue tiempo dependiente. Todos

los ensayosserealizaronen mediocon suero.La valoraciónserealizó conazul tripanoy Eda/PI. Testdela t de

Student-pareada,significativamentediferenterespectoal control * p >0.0001. ** p <0.005 y ** p = 0.01.
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T PULSO/ MEDIA ±SEM(%) MEDIA LSEM (¾)

RIN IVALORACIÓN CONSUERO SINSIiERO

todos los tiempos 7.8±0.8 9.9±1.6 4

Do 10 pM Ih/lh 25.5 ±2.8 27.7 ±1.9 4

DoiOpM 6h/6h 525±L64 61.1±3* 4

Do 10pM 241x/24h 83.04±1.1* 84.8 ±3.7* 4

Do 10pM 48h/48h 906±1.1* 92.9±2.8* 4

Tabla4. Efectodel sueroen la mortalidadcelular.La presenciao ausenciade sueroenel medio decultivo

no modificó los valores de mortalidad celular. Test de la t de Student-pareada, significativamente diferente

respecto al control * p >000001, ** p <00005 y ‘“<‘a’ p = 0.01.

CONTROL 3h/24h 2.8 ±0.4 - 4

G52IOOpM 3h/24h 13±I1** - 4

G53 100 ¡dv! 3h/24h 18.7±1.3 ** - 4

G52+DolO¡tM 3h/24h 2L4±I1** «KA 8.4 4

G 53 4 Do 10 gvi 3h/24h 27.9 ±2.3 ~ KA 9.2 4

DolO dvi 3h/24h 46 ±3.1* AMPA/KA 43.2 4

Tabla 5. Efecto <le un pulso de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Las concentraciones de

antagonistafueronsaturantesen la preparación.Testde la t de Student-pareada,significativamentediferente

respectoal control * p = 0.0006 y ** p < 0.003. «KA (aproximadamenteun 80% de los receptores de

kainato).
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TPULSO/ - MEDIA ji RECEPTOR MQRTALIOAD

NEURoNAS T VALORACIÓN 5*31 0½ ACTIVO NETA it

control 7.1 ±0.6 8

Glu 3 pM 31024li 61.5±2.3 * TODOS 54.4 7

Glu 10 ¡iM 3h/24h 68±3.5 * TODOS 60.9 7

3h/24h 14.8± 1.8 ‘~ -

APV 100pM 3h/24h

APV+ GYKI 52 31i/24h

APV+Glu3 3h/24h 528±2.8** AMPA/KA 31.4 4

AI’VA-Glu 10 3h/24h 56.5±2.64* PdvWA/KA 35.1 4

GYKI 52 + Glu 3 3h/24h 53.4±3.2 * NMDA/«KA 38.6 3

GYKI 524- Gín 10 3h/24h 57.4± 1.3 * NMDA/«K.A 42.6 3

APV+G52+0lu3 3h/24h 36.2±0.8*4 «KA 2.3 4

APV4-G52+Glu 10 3h/24h 38.6±í.8~ «KA 4.7 4

3h/24h

GYKI 5246é 100¡¡M 7

21.4±2*4 8

33.9±3.1 ~ 5

Tabla 6. Efecto <le un pulso de glutamato en un cultivo de neuronas de hiíocampo. La tabla se ha

subdividido en tres, en el primero mortalidadneuronalen presenciade glutamato. en la segundamortalidad

mediada porlos antagonistas.yen la tercera mortalidadneuronalmediadaporcada tipo de receptor.Testde la

de Student- pareada. significativamentediferenterespectoal control p> 0.00001. 4* p <0.0008 y ~ p <

0.005.
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T PtitSO/ MEDIA t RECEPTOR MORTALIDAD

NEURONAS ~. YVALORACIÓN SEM (94) ACTIVO NETA u

control 3W24h 8.2 ±0.7 10

Do 10pM 31i/24h 67.3±1.4* AMPA/KA/NI’.4DA? 59.1 10

GYKIS2466100pM 122±1I** - 4

31t/24h

APV+GYKIS2 3h/24h 31.4±1.64* -

APV+Do 3h/24h 52.6±1.5 * AMPA/KA 35.5 7

GYKI 52 + Do 31924li 28.3 ±0.6 * NNDA?/<KKA 16.1 4

APV+6YK152+Do 3h/24h 35±08~ «KA 3.6 7

31Ú24h

APV 100pM 17.1 ±0.8 * 7

4

Tabla 7. Efecto de un pulso de domoato en un cultivo de neuronas de

mortalidadfueron semejantesa los observadosen los ensayoscon glutamato.

significativamentediferenterespectoal control * p <0.00005 y ** p < 0.0008.

hipocampo. Les porcentajesde

Test de la t de Student-pareada,
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T PU LSD! MEDIA ± RECEPTOR MORTALIDtNI)
NEURONAS TM~LOR~ClON $EM(%) ACTIVO. . NETA . u.

control 3h/24h 8.2±0.8 4

Glu3pM 3h124h 64±24* TODOS 4

Glu 10pM 3h/24h 70.3± 1.5 * TODOS 4

APV+G53 IO+Do 31Ú24h 50.2±í.2~ KA/«AlvWA 6.9 4
APV+G53 1004-Do 3h/24h 54.7±0.9* KA 6.6 4
APV-r G 53 100+ Do 3h/24h-K~ 30’ tras 46.6± 1.8 * KA 3.5 3

pulso

GYKI 53655 100pM 3h124h 45.6±2.6 *** - 8
APV+GYKIS3 31i/241i 51±2.64* - 4

GYKI 53 + Glu 3 3h/24h 52.1±1.9 ** NIvSA/KA 7.5 6
GYKI 53 + Glu 10 3h/24h 55.3 ±2.2 *4* NMDA/KA 9.7 6

APV+053+Glu3 3h/24b 53.7±1.3*4 KA 2 4
APV+G53+GluIO 3h/24h 55.8±2*4 4A 4

control 3b/24h 7.9 ±0.9 - 4
K~45 mM 30’ traspulso 11.2± 1.8 - 3

Do 10pM 3h/24h 67.3±2.7** AMPA/KA/NMDA? 59.1 4

GYKI 53655 10 pM 3h/24h 37.4 ±0.9 * - 4
GYKI 53655 100pM 3h/24h 38.6± 1.2 * - 4
GYKI 53 100 +K~ 3hI24h-K~30’ tras 33.3±1.5*4 3

pulso
APV+G53 10 gvt 3h/24h 43.2±0.6 ** - 4
APV+G53 100pM 3h/24h 48.l±1.2** - 4
APV+G 53 100 +K~ 3h/24h~K*30~tras 42.1±1.1~ - 3

pulso

TPULSO MEDIAt RECEPTOXl. MORTALIDAD

NEURONAS TVALOR4CIQN ... SEM.{%) ACTIVO NETA

Tabla 8. GYKI 53655 fue altamentetóxico. Dada la alta toxicidad del compuesto, se vió reducida la

toxicidad mediadapor los diferentesreceptores.La aplicación de una solución de alto potasio mejoró los

porcentajesdemortalidadobservados.Testde la t de Student-pareada,significativamentediferenterespectoal

control* p >0.00001, ** p <0.0006 y *4* p <0.003. «AMPA (activacióndel receptordeAIVIPA menordel

10%).
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RECEPTOR > ACTIVIDAD CUERPOS

NEURONAS ACTIVO NORMALES NUCLEAR PICNOSIS APOPTÓTICOS

0.9±0.2 4

Glu3pM TODOS 31.7±2.9 50.7±2.2 15.8±04 1.7±0.2 4

Glu 10pM TODOS 35.6±4 463 ±7.5 15±3 3±0.4 4

- 68.2±4.9 22.3±0.8 8.8±4 0.7±0.2

APVIOOpM - 25.2±8.8 ¡2.2±0.9 1.3±0.3

- 48±6.1 36.3±1 1.5±0.3 4

24±2.9 15.4±2.9 1.1 ±0.5

APV+G53 - 46.1±5 21.2± LS 0.6±0.2 4

APV+Glu3 AMPA/RA 42.7±0.8 30±6.5 25.3±8.1 2±0.8 4

APV+Glu 10 AMPAIKA 40.8±1.1 33.9±3.8 23.2±4.9 2.1±0.3 4

052+01u3 NMDA/aKA 42.9±3.4 40.6±0.7 15.7±2.7 0.8±0.2 4

052+Glu 10 NMDA/<cKA 40.6±2.3 40.4±5.8 179±3.3 1.1±0.2 4

053 +0lu3 NMDA/KA 42±5.3 36i±1 20±4.6 1.5±03 4

053+Glu lo MvDA/KA 40.2±9.! 35.9±2.5 22.2±6.5 1.7±0.1 4

APV+052+ «KA 58.2±2.1 20.4±3.1 19.6±0.8 18±0.2 4

Glu 3

APV±G52+ «KA 54.9±1.8 20.2±1.7 23±0.4 1.9±01 4

Glu 10

APV+053+ KA 42±3.9 34.5±3.2 211±3.2 2.3±0.2 4

Glu 3

APV+G53 + KA 39.5±64 33.2±4.8 24.3 ±8.9 3.2±1.1 4

GUi 10

control 8L7±2.7 87±4 8.7±1.4

052 100pM 4

61.3±8.2 4

053 100pM 14.2±5.4

APV+052 59.5±1.2 4

32.1 ±6.6

Tabla 9. Diferente actividad nuclear ante un Iflíso de glutamato ~3h/24h)en neuronas de hipocampo. La

tinción Hoechst33342pennitiódiferenciardiferenteactividadnuclear.Los valoresfueronla inedia±SEM en

porcentaje.«KA (aproximadamenteun 80%deos receptoresdekainato).
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