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El ácido glutámico es el neurotrasmisorexcitatorio más utilizado por las

neuronasdeJ SistemaNerviosoCentraJ.Las sinapsisgJutamatérgicasestánimplicadas

en la transmisiónsinápticarápida,en los procesosde aprendizajey memoria, en los

fenómenosde plasticidadneuronal, así como en diversasneuropatologías,tanto de

apariciónaguda,como puedenser las derivadasde las situacionesde hipoglucemia,
hipoxía, e isquemia cerebrales,como en situaciones neurodegenerativascrónicas

como las emfermedadesde Alzheimer, Parkinson y de Huntington. En los últimos

años se han realizado importantes avancesen el conocimiento de las sinapsis

glutamatérgicas.A nivel postsináptico,se han obtenido importantesdatos moleculares

sobre los receptoresde glutamatoque median las accionesantesmencionadaslo que

junto a los estudios farmacológicos y electrofisiológicos ha permitido la

caracterizaciónde numerosossubtiposy variantes los distintos receptoresoperados

por esteneurotransmisor.

A nivel presináptico, se ha caracterizadouna vía de exocitosis para la

liberación de glutamato que está fuertementeacopladaa la entradade Ca>, Así

mismo, se ha conseguidoidentificar, purificar y donar una seriede proteínasde las

vesículassinápticasy de la membranaplasmática,que sonposiblescandidatosa jugar

un papel directo en el proceso de exocitosis. Sin embargo, existe un gran

desconocimientode los canales iónicos presinápticosque operan en las sinapsis

centrales,lo que esdebido, en parte,al hechode que las terminacionessinápticas,por

su pequeñotamaño,no son accesiblesa los estudioselectrofisiológicosde grapadode

membrana“patch clamp”. En este sentido, hay que señalar que no se ha podido

identificar aún de manerainequívocael canal de Ca> sensiblea voltaje que controla

la exocitosisde glutamato. Por otro lado, se conocemuy poco sobrelos mecanismos

presinápticosque controlan la liberaciónde glutamato. La identificaciónde receptores

presinápticosde tipo autoreceptor, receptoresque respondenal neurotransmisor

liberado, así como de heteroreceptores,los que respondena una sustanciadistinta de

glutamato, permitiría el estudio de los mecanismosde control de la liberación de

glutamatoy que serían a su vez moduladoresde la función sinápticaglutamatérgica.

Al mismo tiempo, la identificaciónde estos receptorespresinápticosabriría una vía de

acción farmacológicaparael control de estassinapsis.

En esta tesis doctoral se ha utilizado la preparaciónde las terminaciones

sinápticas,conocidastambiéncomo sinaptosomas,para estudiarla regulaciónde la
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liberaciónde glutamato. Aunquesehan utilizado un gran númerode preparacionesno

nerviosas para estudiar la exocitosis, como células cromafines o mastocitos, sin

embargo,hay que señalarque la exocitosisen estossistemasesdiferente,ya que tiene

lugar en una escalade segundos,mientrasque la liberación de glutamatoseproduce

en milisegundos. Por otro lado, el valor de preparacionesde tejido nervioso

relativamenteintactas, como los cortes de cerebroo los cultivos de neuronas, es

también limitado debido a la proporciónrelativamentepequeñadel volumenocupado

por las terminacionessinápticasen la mayor parte de las regionescerebrales.Además,

en estas preparacioneses difícil eliminar la participación glial. Sin embargo, la

preparación de sinaptosomaspermite una mejor interpretación de los resultados

obtenidos ya que carece de cualquier tipo de interferenciaso contaminaciónpor

elementospostsinápticos.En esta tesis doctoral se han utilizado las terminaciones

sinápticasde cortezacerebralde ratapara investigar los mecanismosque controlan la

liberaciónde glutamato.con el fin de identificar las señalesextracelularesquea través

de receptorespresinápticospodrían establecerun tono moduladoren las sinapsis

glutamatérgicas.

1. LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES.

1.1. Generalidades.

El procesode secreciónestáconstituido por la fusión de la membranade la

vesículasecretoracon la membranaplasmática.La secreciónpuedeserconstitutiva, sí

su fin es la renovaciónde diversasproteínasde membrana,ó estimulada,como en el

caso de la liberación de neurotransmisores.La exocitosis constitutiva tiene lugar en

casi todos los tipos celulares: linfocitos, hepatocitos y levaduras (Kelly 1985,

Rothman y cols. 1989), mientras que la exocitosis estimuladaestá limitada a las

neuronas, células endocrinasy exocrinas, mastocitos y plaquetas (Kelly, 1985.

Rothmany cols. 1989). Es difícil haceruna extrapolaciónde los diferentessistemas

secretoresmencionados.Así, los mastocitos y las plaquetassecretansu contenido

vesicular en cualquierpartede la membranaplasmática,mientrasque en las neuronas

esto tiene lugar en zonasespecializadasde la terminaciónsinápticadenominadaszonas

activas (Kelly 1985). Además, en los mastocitos y plaquetas la liberación del

contenido de sus gránulos secretorestiene lugar en una escalade tiempo que es de

varios órdenesde magnitud mayor que la liberación rápida de neurotrasmisoresde

muchas sinapsis del Sistema Nervioso Central. En la exocitosis estimuladaes
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necesariauna señalespecíficaque permita la aproximaciónde la vesículaal sitio de

liberación en la membranaplasmáticay que dispare la fusión. En la neuronaintacta

estaseñalempiezacomo un potencial de acción que sepropagaa lo largo del axón,

provocandoen la terminaciónsinápticala aperturade los canalesde Ca2~ sensiblesa

voltaje, lo que a su vez facilita la entrada de Ca> e inicia la liberación de

neurotransmisor(Kuffler y cols. 1984).

Las sustanciasactivas en el Sistema Nervioso Central se puedenagruparde

acuerdocon su abundanciarelativa. En un primer grupo podríamosconsiderarlos

aminoácidosneurotransmisoresglutamato,aspartato,ácido -aminobutírico(GABA) y

glicina. Estos aminoácidosestánpresentesen el cerebroa concentracionesdel orden

de gmoles/g de tejido y se acumulanen vesículassinápticaspequeñas(SSV). Estos

aminoácidos son consideradoscomo neurotransmisoresde “acción rápida”, un

concepto que refleja tanto la velocidad de su mecanismode liberación como sus

accionesen los receptorespostsinápticos(Fonnum 1984, Engelsen 1986. Mayer y

Westbrook1987).

Un segundo grupo de neurotransmisorescomprende las catecolaminas

(dopamína.adrenalina,noradrenalinay 5-hidroxitriptamina), purinas y acetilcolina

(Smith 1989). A pesar de ser menos abundantesen el Sistema Nervioso Central

(nmoles/g de tejido), el papel neurotransmisorde estassustanciases más fácil de

estudiarporqueestánconcentradasen vesículas(Knight y Baker 1982), en contraste

con la alta concentración citoplásmica que existe de los aminoácidos

neurotransmisores.Aunquealgunosde estosneurotransmisoresson de acción lenta, la

nicotina tambiénabrerápidamentecanalesiónicos. Algunos neurotransmisoresde este

grupo, como es el caso de la noradrenalinason acumuladospresinápticamenteen

vesículassinápticaspequeñasy en vesículassinápticasgrandesy densas(Thureson-

Klein y Klein 1990), hecho que puededeterminardiferenciasen cuantoa la velocidad

de liberaciónde este neurotransmísor.

El tercer grupo de sustanciasneurotransmisorasestá constituido por los

péptidos. Son menos abundantespmoles/g de tejido y se acumulan en vesículas

sinápticasgrandesy densas(Thureson-Kleiny Klein 1990, Zhu y cols. 1986). Los

péptidosen muchos casosestán implicados en la modulacióna largo plazo de las

accionesde otros neurotrasmisores(Thureson-Kleiny Klein 1990) y son de acción

lenta. Esto es debido a que tanto su liberacióncomo la respuestasináptica son más
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lentas. Ademássus accionesno son inactivadasdentro de la escala temporal de los

neurotransmisoresclásicos. De hecho, muchasveces las accionesde los péptidosno

son localizadas como la de los neurotransmisoresclásicos, sino que pueden ser

distribuidospor el sistemavascularcomoen el casode las hormonas.

En términos generales,la liberación de neurotransmisoreses iniciada por la

elevacion de la concentración de Ca2~ en la neurona que sigue a la señal

despolarizanteque abre los canalesde Ca> sensiblesa voltaje. Así mismo, se puede

considerara grandesrasgosdos mecanismosdiferentesde liberación,por un lado, la

liberación de aminoácidos y de otros neurotransmisoresacumulados en vesículas

sinápticas pequeñasy por otro lado, la liberación de péptidos neurotransmisores

acumuladosen vesículassinápticas grandesy densas.Estos dos tipos de vesículas

difieren en característicasmorfológicas tales como el tamaño ó la densidaden el

microscopioelectrónico. Los diferentesmecanismosde liberaciónse ponen también

de manifiestoporquedeterminadosestímulosson capacesde liberar selectivamenteun

tipo de vesículas.Así en la unión neuromuscular,seha observadoque la cx-latrotoxina

estiniula la deplecciónde las vesículassinápticaspequeñaspero no la de las vesículas

sinápticasgrandesy densas(Matteoli y cols. 1988). Por otro lado, la estimulaciónde

baja frecuenciainduce la liberaciónde neurotransmisoresno peptidicos,mientrasque

la estimulaciónde alta frecuencia, libera todo tipo de neurotransmisores(Bartfai y

cols. 1988). Esta diferencia en el mecanismode liberación también se pone de

manifiestoen la localización de las vesículas: mientras que las vesículassinápticas

grandesy densas,liberan su contenidoen áreasno especializadasdesdeel punto de

vista estructuralde las terminacionesnerviosasy ocasionalmentede las dendritas,las

vesículassinápticaspequeñasson normalmenteliberadasen áreaslocalizadasde las

terminacionessinápticasdenominadaszonasactivas(Trimble y Scheller 1988).

En los siguientesapartadosen los que trataremosde aspectosmoleculares

básicos de la exocitosis nos referiremos salvo, que se expreselo contrario, a la

exocitosis de vesículas sinápticas pequeñas que media la liberación de los

neurotransmisoresde acciónrápidacomoel glutamato.
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1.2 Basesmoleculares de la exocitosis.

Dadas las numerosasdiferenciasexistentesentre la exocitosis neuronal y la

secreciónen otros tipos celulares,parecerazonableque estasdiferenciasse reflejen

tambiénen las propiedadesde las proteínasimplicadas.Así, sesabe,que la exocitosis

en las sinapsiscentraleses muy rápida, con un tiempo de retrasoentre la entradade

Ca> y la respuestapostsináptica.de sólo unascentésimasde microsegundo,mientras

que en otros sistemassecretoresesteretraso es varios órdenesde magnitud mayor

(Smith y Agustine 1988, Almers y Tse 1990), lo que sugiere que la maquinaria

exocitóticaen las sinapsis centralesrápidas tiene que estar localizada cerca de los

canalesde Ca> dependientesde voltaje de la membranapresináptica.

Estágeneralmenteaceptadoque las vesículassinápticassecolocanó “atracan”

en una zonaespecializadade la membranapresinápticadenominadazonaactiva, que

seguramentecontieneagrupamientosde los canalesde Ca2~ (Smith y Agustine 1988).

Esta disposición de los canales permite la formación de microdominios de una

concentraciónelevadade Ca> despuésde la estimulación(Fogelsony Zucker 1985,

Simon y Llinás 1985). Debido a estaalta concentraciónde Ca>, el receptorde Ca>

de la maquinariaexocitóticapodría exhibir una baja afinidad por el Ca> (Smith y

Agustine 1988). Además,el receptorde Ca> une másde una moléculade Ca> para

su activacióntotal (Agustiney cols. 1991). La alta velocidadde la liberaciónsináptica

implica, a nivel molecular,que el Ca2~ estáacopladoa la exocitosispor un cambio

contormacionalde proteínaspreviamenteensambladas,ya que el tiempo de retrasoal

que nos hemos referido antes,es demasiadocorto para permitir cualquieretapa de

amplificaciónenzimática(Súdhofy Jahn1991).

En experimentosde registrode capacitanciadurantela exocitosisseobservala

aparicióntransitoriay reversiblede un poro, que tiene la conductanciade un gran

canal iónico (Monck y Fernández1992). La formación transitoriade esteporo de

fusión se ha observadoen muchascélulas secretorasy se piensaque es un fenómeno

común en la fusión de las membranasbiológicas que tienen lugar durante la

exocitosis.

Las proteínasde membranade las vesículasque experimentanexocirosistienen

un papel clave en los acontecimientosmolecularesque tienen lugar en la función

secretora.Por ello, a continuaciónexponemosalgunasideassobreposibles funciones
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de las proteínasde membranade las vesículassinápticas.

1.2.1. Movilización de vesículas.

En determinadascondicionesexperimentalessólo una pequeñapoblación de

vesículas sinápticas participan en la exocitosis y en su reciclamiento posterior,

mientrasque la mayorpartede las vesículasse mantienenen reservaen la terminación

sináptica. La facilitación de la liberación que se observadurante la estimulación

repetitiva podría ser debida, en cambio, a una movilización de la población de

reserva. Las vesículassinápticasestánsuspendidasen una red de filamentos formada

por espectrinay actina (Landis y cols. 1988. Hirokawa y cols. 1989) y la

movilización de las vesículasimplica la liberaciónde estasformacionesreticulares.

Las sinapsinasson los candidatos para la regulación de la liberación de

vesículasde estatrama reticular. Estasproteínasson una familia de cuatroproteínas

homólogas(sinapsina la. Ib, lía y lib (Súdhofy cols. 1989). La sinapsinala está

unidaa vesículase interaccionatambiéncon la proteínaquinasadependientede Ca>

y calmodulina (CAM-quinasa 11) (Benfenati y cols. 1992). Estudios in vitro han

demostradoque la sinapsinala se une tambiéna espectrinay actina(Valtorta y cols.

1992>. La unión de sinapsinaa vesículassinápticasy a los filamentos de actina se

debilita por fosforilación de la sinapsinacon la CAM-quinasa II (Valtorta y cols.

1992). El grupo de Greengardproponeque la sinapsinala forma uniones entre la

membranavesiculary la matrizcelular de actina y que su fosforilación por elevación

en la concentraciónintracelularde Ca> y estimulaciónde la CAM-quinasaII da lugar

a la liberación de las vesículasde la red del citoesqueletoy a la transferenciade las

mismasdesdeel compartimientode reservaal compartimentoactivo (Valtorta y cols.

1992).

Sin embargo,en un trabajo más reciente,Betz y Bewick han cuestionadoel

conceptode una población de vesículassinápticasactivas y otra de reserva(Betz y

Bewick 1992). Estosautoreshan monitorizadode una maneradirectael reciclamiento

de las vesículasen la unión neuromuscularcon coloranteslipofílicos que marcanlas

vesículasque experimentanendocitosisdemostrandoque las vesículasque se reciclan

se mezclanal azarcon la población de vesículasexistentesy experimentanuna nueva

exocitosis también al azar, sin que exista evidenciasde una preferenciapor la

poblaciónde reciclamiento.
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1.2.2. Colocación de las vesículasen la zona activa y fusión.

La colocaciónde las vesículassinápticasen la membranaplasmáticaincluye el

reconocimientode la diana correspondienteen la membranay el establecimientode

una unión fuertecon dichadiana. No estábien definido si las proteínasimplicadasen

esta colocaciónde las vesículasen la zona activa son las mismas que catalizan la

fusión con la membranaó si los dos procesosson realizadospor proteínasdistintas.

Entre las proteinasque pudieranjugar un papel importanteen dichosprocesoshay que

considerar,la sinaptotagmina,la sinaptofisinay la sinaptobrevina.

La sinaptotagminaen una familia de proteínasde la membranade las vesículas

sinápticas (Matthew y cols. 1981) que posee dos copias de una secuenciacon

homologíaal dominio reguladorde la proteínaquinasaC (CO en la regióncarboxílica

terminal (Súdhofy Jahn 1991). El dominio C2 de la proteínaquinasaescapazde unir

Ca> y fosfolípidos formando un complejo terciario (Nishizuka 1992). Esta

homologíaha llevado a proponerque la sinaptotagminapuedetambién interaccionar

con Ca> y fosfolípidos, y de hecho, se ha demostradoque la sinaptotagminaune

Ca> con una Kd de 10-6 y 10<’ y que esta unión dependeestrictamentede

fosfolipidos cargados negativamente. Por otro lado, el hallazgo de que la

sinaptotagminaforma tetrámerosy que cada monómero une más de un ión Ca>

significa que estaproteínacumpleel criterio de poseermás de un sitio de unión de

Ca>, que es uno de los requerimientosdel receptorde Ca> de la exocitosis(Brose y

cols. 1992).

La sinaptotagminaseune al receptorde la a-latrotoxina,el componenteactivo

del veneno de la araña “viuda negra” causando la liberación masiva de

neurotransmisorindependientede Ca> (Rosenthaly Meldonesi 1989). El estudiode

este receptorha llevado al descubrimientode las neurexinas,una familia de proteínas

de la superficiecelularque interaccionaespecíficamentecon la sinaptotagmina(Rata

y cols. 1993).

La sinaptotagminainteraccionatambiéncon los sitios de unión de Ca> de la

w-conotoxina(Yoshiday cols. 1992). Esta interacciónestámediadapor la sintaxina.

otra proteínade la membranapresináptica(Bennety cols. 1992) y seha interpretado

como una evidenciade la interacción directa de sinaptotagminacon los canalesde

Ca> presinápticos.Sin embargo,trabajosrecientesdemuestranque la liberaciónpor
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exocitosisde neurotransmisoresen el SistemaNerviosoCentral, es en muchoscasos,

insensible a w-conotoxina y que está mediadapor canalesde tipo P. sensiblesa

agatoxinas.que parecenpredominaren las sinapsis de los mamíferos(Mintz y cols.

1992>.

La función exactade la sinaptotagminaen la liberación de neurotransmisores

no es conocida,sin embargo,tanto su localizaciónestratégica,así, como su capacidad

para unir múltiples iones de Ca>, le confiere las propiedadesexigidas para el

receptorde Ca> de la exocitosis que antes hemos descrito. Además, la unión de

sinaptotagminaal receptorde &-latrotoxina es particularmentellamativa, ya que la

toxina a travésde sureceptorpermitiríaque la sinaptotagminaadoptela conformación

inducida por el Ca> originando la liberación masiva de neurotransmisorpor un

mecanismoindependientede Ca>.

La sinaptofisina es una glicoproteina de las vesículassinápticas que posee

cuatro regionestransmembrana,que es capazde formar oligómerosde hasta cuatro

subunidadesen su forma nativa (Súdhof y Jahn 1991). Esta proteína, una vez

reconstituidaen lípidos de membrana,exhibepropiedadesde un canal iónico (Thomas

y cols. 1988), lo que ha llevado a sugerir que podríaformar parte del poro de fusión

formandoun complejojunto con las proteínasque participanen la colocaciónde las

vesículas en la zona activa de la membranaplasmática. La posible función de

sinaptofisina en la liberación de neurotransmisoresdependientede Ca> se ha

estudiadoen los oocitos de Xenopus (Alder y cols. 1992), demostrándoseen estos

experimentosque la microinyección de RNA mensajerodel cerebrode rata que

codificaparaestaproteína, lleva a la apariciónde liberaciónde glutamatodependiente

de Ca>, mientras que la microinyecciónde oligonucleótidosantisinaptofisinaó de

anticuerposcontraestaproteínaresultaen una reducciónde la liberaciónde glutamato

dependientede Ca>. Estos datos se han interpretado en el sentido de que la

sinaptofisinaes una proteínaesencialpara el emsamblajeen el oocito de un aparato

exocitótico,similar al neuronal.

La sinaptobrevinaes una familia de proteínasque contienevarias isoformas,

sinaptobrevinas1 y II (también denominadasVAMP 1 y II, respectivamente)y

cellubrevina.La sinaptobrevinaes una proteínade membranade la vesículasináptica

con un solo dominio transmembranay recientementeseha descritosu proteolisis por

las toxinas tetánica y botulínica tipo B < Schiavoy cols. 1992, Link y cols. ¡992).
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Esquema1. Papelde diversas proteínas de las vesículassinápticasen la exocitosis

de neurotrausmisores.
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La sinapsinaestáunida a las vesículassinápticasy a los filamentos de acrina. La

entradade Ca> activa a la CAM-quinasa11 (CAM-KII) que fosforila la sinapsinay

da lugar a la liberación de las vesículassinápticasde la red del citoesqueleto.La

sinaptotagmina,sinaptofisinay sinaptobrevina,proteínasde las vesículassinápticas,

probablementejuegen un papel importantetanto en la interacciónentre la membrana

de la vesículasinápticay la membranaplasmática.como en la formacióndel poro de

fusión que desencadenala liberación del neurotranmisoralmacenadoen las vesículas

sinápticas.
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Puestoque es conocidala capacidadde estas toxinas para bloquearla exocitosis sin

afectar, al menos aparentemente,la apertura de los canales de Ca> sensiblesa

voltaje, seha sugeridoque la sinaptobrevinapodríaformar partedel aparatode fusión

exocitótico.

En resumen, parece claro que se han dado pasos importantes para el

conocimiento del mecanismo de la exocitosis. Así, se ha demostradoque la

sinaptotagminaune Ca> de unaforma que dependede la presenciade fosfolípidos y

que esta proteína tiene múltiples sitios de unión de Ca2~ que debenpermitir la

cooperatividadde la exocitosisantesseñalada.En segundolugar, se ha observadola

asociaciónde sinaptotagminacon otras proteínasde la membranacomo neurexínas,

sintaxina y posiblementecon los canalesde Ca> presinápticosy por último, se ha

demostradoque tanto la sinaptotagminacomo la sinaptofisinay la sinaptobrevina

tienenun papelrelevanteen la exocitosis.

2. EL ACIDO GLUTAMICO COMO NEUBOTRANSMISOR.

2.1. Generalidades.

Los primerosneurotransmisorescaracterizadosen el SistemaNervioso Central

de mamíferos fueron la acetilcolina, las catecolaminas(noradrenalinay dopamina)y

la serotonina.Posteriormente,sedemostróque los neurotransmisoresmásabundantes

en el SistemaNerviosoCentralde mamíferosson determinadosaminoácidos(Curtis y

Watkins, 1960), quepuedendividirse en dos grandesgrupos: aminoácidosinhibidores

(GABA y glicina) ó excitadores (glutamato y aspartato) según hiperpolarizen o

despolarizenla neuronapostsináptica.

El cerebro de los mamíferos contiene altas concentracionesde ácido L-

glutámico o glutamato(Erecinskay cols. 1990, Fonnum 1984) que es consideradoel

neurotransmisorexcitatorio más utilizado por la neuronasdel del Sistema Nervioso

Central. Hay que señalar,que esteaminoácidointervienetambiénen el metabolismo

intermediariodel tejido nervioso, lo que en cierto modo ha dificultado el estudiode

sus funciones como neurotransmisor.Entre las diversas funciones del glutamato

relacionadas con aspectos metabólicos cabría indicar su participación en la

destoxificacióndel amonio en el cerebro(Yudkoff y cols. 1989), en la síntesis de
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proteínasy péptidos, así como su papel precursordel neurotransmisorinhibitorio

GABA (Robertsy Frankel 1950).

El glutamato satisfacetodos los criterios establecidospara que pueda ser

consideradocomo un neurotransmisor.Así, el glutamatose localiza presinápticamente

en neuronasespecíficasy es liberado por estímulos fisiológicos en concentraciones

suficientementealtas como para producir respuestasa nivel postsináptico. Además

agonistasy antagonistasde sus diversosreceptorespuedenmimetizar o bloquearestas

respuestasy por último existentambiénmecanismosde recapturade esteaminoácido

del espaciosinápticoque permitenla terminaciónde sus accionespostsinápticas.

2.2. Localizacionde las sinapsisglutamatérgicas.

En términos generalesse puededecir que las mayores concentracionesde

glutamatoen cerebrose encuentranen ciertas regionescorticales,el núcleocaudadoy

el hipocampo.mientras que regionescomo el hipotálamoy el tronco del cerebro

contienenconcentracionesde glutamatomás bajas. Estadistribución secorrelaciona.

como esde esperar,con la densidadde las vías glutamatérgicas(Fagg y Foster 1983),

ya que son estasterminacioneslas que utilizan el glutamatopara la transferenciade

señalesentrelas neuronas.

La obtención de anticuerposcontra la molécula de glutamato (molécula de

glutamato fijada a glutaraldehido)ha permitido su localización inmunocitoquimica

(Storm-Matthiseny Ottersen1987, Ottersen 1989). Ahora bien, debido al hecho de

que el glutamato participa también en el metabolismo intermediario, la

inmunoreactividadal glutamatoestáextendidapor todo el cerebro, y por tanto, la

localización del glutamato neurotransmisor exige la demostración de un

enrequecimientosobre los niveles basalesya de por si elevados. No obstante,se ha

observado que en las terminaciones de las fibras musgosas del cerebelo la

inmunorreactividadal glutamatoes el doble de la observadaen las dendritasde las

celulasgranulares(Ottersen1989).

En otra seriede estudiosde localizaciónde las sinapsisglutamatérgicasseha

determinado la liberación de glutamato dependientede Ca> como índice de

liberación vesicular en respuestaa estímulos eléctricos o a la despolarizacióncon

concentraciones elevadas de potasio (Nadíer y cols. 1977) ó veratridina
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(Toggenburgery cols. 1982). No obstante, hay que señalar que el empleo de

glutamato o aspartatoradiactivos en los experimentosde liberación ha producido

resultadosconfusos. Esto ha sido debido, en parte, al hechode que el transportador

de aminoácidos de la membrana plasmatica es común a las terminaciones

glutamatérgicas,GABA-érgicas y posiblementea neuronas no-glutamatérgicasy

células guaJes,por lo que la liberación de glutamatoo aspartatomarcado,capturado

por las terminacionesa travésdel transportador,provendríade una gran variedadde

terminaciones. Otro problema adicional deriva del hecho que el compartimento

vesicular de glutamatose marca más lentamenteque el compartimentocitoplásmico.

obteniéndoseen este tipo de experimentospoca radiactividad procedentede las

vesículas sinápticas.ademásde las complicacionesderivadasdel metabolismo del

glutamato. Para evitar esto, algunos estudios se han realizadocon D-aspártico.un

análogono metabolizabledel glutamato,sin embargo,los resultadosobtenidosha sido

confusos(Fonnum 1984) ya que posteriormenteseha demostradoque el aspartatono

es acumuladoen las vesículassinápticasglutamatérgicasy por lo tanto, los estudiosde

liberación con asparratocomo marcadorno reflejan el papel del glutamatoen las vías

glutamatérgicas.

Se han realizado también estudios de transportede alta afinidad para la

localizaciónde las sinápsisglutamatérgicas.Estosestudiossebasanen la existenciade

un transportadorde glutamatoen la membranapresinápticaque retira la sustancia

neurotransmisoradei espaciosináptico. Como ya se ha explicadoanteriormente,este

iransportadorno es exclusivo de las terminacionesglutamatérgicas.No obstante,la

validez de estatécnica de transporteestáapoyadapor las observacionesde Fykse y

Fonnum, de que la distribución regional del transportetic giuramato en vesículas

sinápticas,un marcadorglutamatérgicoinequívoco, es similar a la del transportede

glutamatode la membranaplasmática(Fkysey Fonnum 1989). Con estemétodose ha

establecidoque aproximadamenteel 15% de las terminacionessinápticas de una

preparaciónde sinaptosomasde cortezacerebral son glutamatérgicas(Beart 1976).

Así mismo, la determinacióndel transporte presinápticode isótopos radiactivos

detectadopor autoradiografía,junto con la pérdidade estetransporteasociadaa la

lesión de determinadasvías neuronalesse han utilizado paradefinir el neurotransmisor

utilizado por dichavía (Fonnum 1984).

El transportede gluiamato en vesículassinápticas y el aislamientode las

mismasha sido importanteparaaceptaral glutamatocomo neurotransmisor(Maycox
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y cok. 1990). Así, podríaconsiderarseque el transportede glutamatodependientede

ATP en vesículasaisladasde una regióndeterminadaesel marcadormásespecíficode

las vías glutamatérgicas.

23. Organización presináptica de las sinapsisglutamatérgicas.

El ácido glutámico almacenadoen las vesículassinápticas es liberado al

espaciosinápticopor exocitosisde! contenidovesicular. La liberaciónde glutamatoes

disparadapor la aperturade los canalesde Ca> dependientesde voltaje y por la

entradade Ca> en la terminación sináptica que tiene Lugar tras La [legadade un

potencialde acción. El ácido glutámico difundeen el espaciosinápticoalcanzandolos

distintos tipos de receptores postsinápticos que median las acciones de este

neurotransmisor.Finalmente,un sistemade transportede los aminoácidosglutamatoy

aspartato. situadoen la membranade las terminacionessinápticas y de las células

gliales adyacentes,retiran el glutamatodel espaciosináptico, con lo que la sinapsis

glutamatérgicaes silenciadahastaque llega un nuevopotencialde acción.

2.3.1. Transportador de glutamato en la membranaplasmática.

En la membranaplasmáticade las terminacionesnerviosasy de las células

gliales hay un co-transportadorde Na~ y glutamato (Nicholís y Attwell 1990). Este

transportadortiene como función la recapturadel glutamato liberado en el espacio

sináptico para finalizar las accionespostsinápticasdel neurotransmisory al mismo

tiempo, mantenerla concentraciónextracelularpor debajode unos nivelesque puedan

resultartóxicospara las neuronas(Chol 1988). Muy recientemente,seha conseguido

donar y expresarla secuenciaque codifica paraun co-transportadorNa~-gluramato

(Pinesy cok. 1992, Kanai y cols. 1992).

El co-transportadorNat-glutamato no muestra una alta especificidad de

sustrain, ya que admite L y D aspártico,L-glucamatoaunqueno D-glutamato. Este

transportadorno sólo cataliza la traslocaciónneta de glutamato(capturao liberación)

sino también el intercambiocon otros aminoácidos.La Km aparentepara la unión

extracelularde glutamatoestáen el intervalo de 2-50 MM. El ácido glutárnico es

acumuladoen el interior celularen contra de un enormegradientede concentración

(aproximadamente,1 vM en el espaciosináptico y 10 mM en el interior celular),

necesitándoseel transportede 3 ionesNa~ a favor de gradientede concentraciónpor
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cadamoléculade glutamato.Tambiénseha descritoel transportede un protónjunto

con 2 iones Na~ al interior celular (Erecinska1983). Kanner y cols. describieronhace

más de una décadael requerimientode K~ para el transporte de glutamato

(Kanner 1983), hecho que ha sido confirmado más recientementepor el grupo de

Attwell que ha demostradoen experimentosde grapadode membrana“patch-clamp”

que un ión K~ se transportaal exterior celularpor cadamoléculade glutamatoque se

transportaal interior (Barbour y cols. 1988). Recientemente,se ha descrito que el

transportede glutamatoen células gliales un ión OH- ó HCOg secotransportacon el

K~ al exterior celular (Bouvier y cols. 1992). Por otro lado, se desconocela forma

jónica en que el glutamatose transportapero a pH neutro la especiemolecularque

predominaes la que está cargadanegativamente.Por tanto, la estequiometríadel

transportadorpodría ser: un anión glutamato cotransportadocon 3 iones Na~ (ó 2

iones Na~ y un H*) dentrode la célula y un ión K~ transportadofuera de la célula,

con lo que resultaríaun transporteelectrogénico.Este sistema de transportepodría

mantenerun gradientede concentraciónde glutamatode 23000 ó 28000. segúnla

estequiometría,a ambosladosde la membranaplasmática(Nicholísy Atwell 1990).

El carácterelectrogénicodel cotransportadorde Na~-glutamatohace que en

una membranapolarizadael transportadoracumuleglutamato.Sin embargo,cualquier

alteración en el gradiente electroquímicode Na~ altera también el transporte de

glutamato. Así, en sinaptosomasdespolarizadoscon altasconcentracionesde CIK. el

transportadorse revierte mediando la liberación de glutamato citoplásmico como

consecuenciade la reduccióndel componenteeléctricodel gradienteelectroquímicode

Na~ (Nicholís [989).

2.3.2. Transporte de glutamato en vesículassinápticas.

La fuerzaconductorade la acumulaciónde glutamatoen vesículassinápticases

el gradiente electroquímicogeneradopor el bombeo de protones a costa de la

hidrólisis de ATP (Maycox y cols. 1988, Cidon y Sihra 1990). Este gradiente

electroquímicode protonestiene asociadosdoscomponentes:uno eléctrico, que esel

potencial de membranay otro químico, constituido por el gradientede pH que hay

entre los dos lados de la membranavesicular. En experimentoscon agentesque

disipanel gradientede pH como la metilamina, seha demostradoque el transportede

glutamato a la vesícula pareceno dependerdel gradientede pH. Sin embargo, la

reduccióndel potencialde membranaafectaa la acumulaciónde glutamato,ya que la
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liberación de glutamatodependientede Ca> no se alteraen preseciade metilamina

(Sánchez-Prietoy cols. 1987 a). Se ha descritoque los iones CV son imprescindibles

para la acumulaciónde glutamatoen vesículassinápticas(Naito y Ueda, 1983).

El transportadorde glutamato de la membrana vesicular es altamente

específico,ya que sólo admiteL-glutamato (Maycox y cols. 1988). La afinidad por el

glutamatode estetransportadorpresentavaloresde Km en el intervalo 1-2 mM, siendo

por lo tanto más baja que la del transportadorde la membranaplasmática.La baja

afinidad de este sistema de transportejunto con la ausenciade un sistema de

inactivación osmótica, hacen que las vesículas glutamatérgicasconstituyan un

reservoriodonde el glutamato se acumulaentrecinco y diez veces respectode la

concentracióncitoplásmica. Sin embargo,estasvesículasson el vehículo para una

liberaciónespecíficay altamentereguladade glutamato.

2.3.3. Liberación y exocitosisde glutamato.

Un gran número de experimentoshan demostradoque la liberación de

glutamato es dependientede Ca>, pero hasta hace unos pocos años no ha sido

aceptadoel hechode que el glutamato liberado en la sinapsisprocedede las vesículas

sinápticas(Erecinska1983). Estaconfusiónse ha debido al hechode que e! glutamato

ademásde ser un neurotransmisor,es también un metabolito abundanteen las

neuronasque estápresenteen altas concentracionesen el citoplasma. Los primeros

estudiosde liberacióncon glutamatoradiactivosugirieronun origen citosólico de este

neurotransmisor(De Belleroche y Bradford 1977), ya que la mayor parte del

glutamato liberado tras la despolarización de las terminaciones sinápticas era

independientede la presenciade Ca> en el medio extracelular.proponiéndoseque

esta liberación de glutamato estabamediadapor la reversión del transportadorde

Na~-glutamatode la membranaplasmática.Estos resultadosse explican en parte,

porque con glutamatoradiactivo el componentevesicular se marca más lentamente

que el componentecitoplásmico.Además, la existenciade una elevadaconcentración

de glutamato en el citoplasmaimplica que hay que determinar la liberación de

glutamatovesicularpor encimade un fondo de liberacióncitoplásmicaque es todavía

mayor en aquellosexperimentosen los que se induceunadespolarizaciónpermanente

como en el caso de altasconcentracionesde CIK ó con veratridina. Estos problemas

se resolvieronen buena medida, determinandola liberaciónde glutamatoendógeno.

El grupo del Dr. Nicholís de la Universidadde Dundeeha demostradocon un ensayo
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fluorimétrico en el que la liberaciónde glutamatose acoplaa la reducciónde NADP

porel enzimaglutamatodeshidrogenasa,la existenciade dos víasde liberaciónparael

glutamato (Nicholís y Shira 1986, Sánchez-Prietoy cols. 1987 a): una vía de

exocitosis del neurotransmisor almacenado en vesículas sinápticas que está

fuertementeacopladaa la entradade Ca> en la terminaciónsinápticay una segunda

vía que libera glutamato citoplásmico y que está mediadapor la reversión del

transportadorde glutamatode la membranaplasmática.

La liberaciónde glutamatocitoplásmico,es un procesoindependientede Ca>

y no dependientede ATP, es más, la liberación del compartimentocitoplásmico se

incrementaen condicionesen que disminuye el contenidode ATP (Sánchez-Prietoy

cols. 1987 a. Sánchez-Prietoy González,1988). En estesentido, se ha sugeridoque

esta vía de liberación de glutamato citoplásmico podría contribuir a las acciones

neuroróxicasde este neurotransmisordurantelas situacionesde anoxia e isquemía

cerebrales,porque en las condicionesexperimentalesque simulan estassituaciones

con inhibidores metabólicosó por deplecciónde 02 del medio, seha observadoque la

reducciónde los nivelesde ATP, bloqueala exocitosisde glutamato,mientrasquepor

el contrario aumenta la salida de glutamato citoplásmico por la reversión del

transportador.Esta acumulaciónde glutamatoen el espaciosináptico podría ser la

responsable de una sobreestimulación de los receptores postsinápticos, y

consecuentementedel dañoneuronal.

Utilizando el ensayofluorimétrico antes mencionadopara medir la exocitosis

de glutamatoen sinaptosomasse puedendistinguir dos fases, una fase rápida, que

terminaa los 2 segundosde la estimulación,seguidade una fase más lenta en la que

se libera másglutamato,con una liberaciónsemimáximaa los 52 segundos.Tanto la

fase rápida como la lenta de liberación requieren Ca> en el medio extracelulary

unos determinadosniveles intrasinaptosomalesde ATP. Si bien, hay que tener en

cuenta que este ensayo no mide la liberación en tiempo real, las dos fases de

liberaciónpodrían indicar la localización de dos poblacionesde vesículassinápticas

distintas: una población de vesículascolocadasen la zona activa y otra población

situadaen una zonamásalejada.Es razonablepensarque la faserápidacorrespondea

la liberación de las vesículascolocadasen la zonaactiva, mientras que la fase lenta

podríareflejar la movilización y liberaciónde las vesículassinápticasde la formación

reticulardel citoesqueleto(McMahon y Nicholís 1991). De acuerdocon esta idea, se

ha descritoque las toxinastetánicay botulinica soncapacesde bloquearsolo una parte
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de la liberación de glutamatodependientede Ca> (Sánchez-Prietoy cols. 1987 b),

que parececorrespondera la fase lenta (McMahony cols. 1992).

La exocitosis de glutamato está estrechamentecontrolada por un aumento

localizado en la concentraciónintracelularde Ca> en la zona activa de la sinapsis,

donde se encuentranlocalizadaslas vesículassinápticas(Smith y Augustine 1988). La

entradade Ca> a travésde los canalesde Ca> dependientesde voltaje es muchomás

eficaza la hora de inducir la exocitosisde glutamato, que la entradadeslocalizadade

Ca> inducidapor ionóforoscomo la ionomicina(McMahon y Nicholís, 1991).

La despolarizaciónde los terminalessinápticoscon CIK induce una elevación

permanenteen la concentracióncitosólica de Ca> que es bifásica: en primer lugar

hay una elevacióntransitoriade la concentraciónintracelularde Ca> seguidade una

elevaciónmás sostenida(Adam-Vizi y Ashely 1987). El componentemayoritario de

la liberación de glutamato está asociado a la elevación permanentede la

concentracióncitosólica de Ca> porque la predespolarizaciónde los sinaptosomas

con CIK seguidade la adición de Ca2~conlíevala pérdidadel componentetransitorio

en la elevación de la concentracióncitosólica de Ca>, pero no la pérdida de la

exocitosisde glutamato. Estosexperimentosimplican ademásque la exocitosisde este

neurotransmisor, está acoplada a canales de Ca> que no se inactivan por

despolarización de la membrana plasmática (McMahon y Nicholís 1990).

Experimentosrealizadoscon diversosantagonistasde los distintos tipos canalesde

Ca> han puestode manifiestoque los canalesde Ca> acopladosa la exocitosis de

glutamatono parecencorrespondersecon ninguno de los tres tipos de canalesde Ca>

descritos en el ganglio dorsal de pollo (Nowycky y cols. 1985). Estos canales

presinápticosde Ca> no parecenser de los tipos L ni N, ya que la exocitosis de

glutamato es insensible a dihidropiridinas y a w-conotoxina, respectivamente.Sin

embargo, estos canales podrían responder a un nuevo tipo de canal de Ca>

descubiertorecientemente,ya que dos toxinas obtenidasa partir del venenode la

arañaAgelenopsisaperta, Aga-GI y w-Aga-IVA bloqueanla liberaciónde glutamato

inducida por CIK y por 4-aminopiridina (Pocock y Nicholís 1992, Turner y cols.

1992) y se sugiere la existencia de al menos de dos tipos de canales de Ca>

dependientesde voltaje asociadosla despolarizaciónde la membranaplasmática,uno

que es insensiblea estastoxinas y que no estaríaacopladoa la liberaciónexocitótica

de glutamato, siendo responsablede la elevación transitoria de la concentración

intracelularde Ca> y otro sensiblea estastoxinasy que podríaestarrelacionadocon

19



los canalesde Ca> dependientesde voltaje tipo P, descritosen las célulasde Purkinje

(Minzt y cols. 1992).

2.3.4. Receptoresde glutamato.

El glutamato liberado en el espaciosináptico interacciona,al menos, con dos

tipos de receptores que han sido definidos en base a sus características

farmacológicas. electrofisiológicas y bioquímicas: receptores ionotrópicos y

receptoresmetabotrópicos.Los receptoresionotrópicosestánconstituidospor canales

iónicos y en función de sus ligandos específicosse clasifican en receptores tipo

NMDA y receptoresAMPA-kainato (Monaghany cols. 1989). Los receptorestipo

metabotrópicose encuentranacopladosa proteínasG y modulan la producciónde

segundosmensajerosintracelulares(Schoeppy Conn 1993).

2.3.4.1. Receptoresde NMDA.

Este receptor responde al agonista N-metil-D-aspártico y se designa

abreviadamentecomoreceptorNMDA. La activacióndel receptorde NMDA abreun

canal altamentepermeablea iones Ca>, Na~ y K~ (Mayer y Westbrood 1987).

Existen varios sitios alostéricosy reguladoresasociadosa estereceptorque modulan

su respuesta. Los sitios de unión del Mg>, del antagonista no competitivo,

fenciclidina y del Zn2~ estánlocalizadosen el canal iónico. El bloqueodependientede

voltaje al que estásometidoestereceptorpor Mg> (MacDonaldy Nowak 1990)hace

necesariauna despolarizaciónprevia de la membranaplasmática, que anule este

bloqueoy permitala activacióndel canal iónico asociadoa estereceptor(MacDermort

y Dale 1987). En el sitio de unión de la fenciclidina. se unen también algunos

anestésicoslocales como la ketaminay el MK-801, que en su conjunto. antagonízan

las respuestasinducidaspor NMDA. El ión Zn2~ se une tambiénal canal iónico del

receptorde NMDA, produciendoun bloqueodel mismo en el que se puededistinguir

dos componentes,uno dependientey otro independientede voltaje (Westerbrooky

Mayer 1987).

Fuera del canal iónico se encuentra los sitios de unión de la glicina, del

agonistaNMDA y de las poliaminas. La glicina a concentracionessubmicromolares

activa el receptor de NMDA (Johnson y Asher 1987) y su unión parece ser

imprescindiblepara que el receptorsea activado(Kleckner y Dingledine 1988). El



sitio de unión de glicina se colocaliza con el receptor de NMDA en el cerebro

(Cotman e Iversen 1987) y su unión no es bloqueadapor estricnina,pero sí, por

antagonistascompetitivoscomo kinurenatoy HA966 (Birch y cols. 1988), tratándose,

por tanto, de un sitio de unión distinto al del receptorinhibidor de glicina que se ha

descritoen la médula espinal. En el sitio de unión de NMDA se une el antagonista

competitivo y selectivo del receptor NMDA, el ácido 2-amino-5-fosfopentanoico.

XPS. que permitedistinguir tas accionesmediadaspor los receptoresde NMDA de

las de otros receptores de glutamato como los subtipos Kainato-AMPA ó

metabotrópico (Davies y cols. 1981). Las poliaminas, espermina y espermidina,

interaccionanen un sitio específico,incrementandola corrientede Ca> a travésdel

receptorde NMDA (Dawnsony cols. 1990, Williams y cols. 1991).

El receptorNMDA ha sido purificado por cromatografíade afinidad y se ha

sugerido que este receptor, al igual que los receptoresacopladosa canales, es un

complejohetero-oligoméricoque incluye los sitios de unión anteriormentedescritosen

sus diferentessubunidades(Ly y Michaelis 1991). Recientemente,se ha conseguido

donar y expresar las secuenciasde DNA que codifican al menos, para cuatro

subunidadesdel receptorNMDA (Moyoroshi y cols. 1991). La expresiónde cadauna

de estas subunidadesen oocitos de Xenopus lleva a la constitución de estructuras

homo-oligómeras,que reproducenmuchas de las característicasdel receptor de

NMDA.

2.3.4.2. Receptoresde AMPA-Kainato.

Los receptoresde Kainato/a-amino-3hidroxi-5 metilisoxazoil-4 propionato

(kainato/AMPA), denominadostambién receptoresQp, constituyen un subtipo de

receptoresde glutamatocuyaestimulaciónactiva un canal iónico permeablea Na~ y a

K~, pero no a cationesdivalentes(Young y Fagg 1990). El resultadode su activación

es la despolarizaciónde la membrana,y seconsideraque estosreceptoresmedian la

transmisión excitatoria rápida de las vías glutamatérgicas. Los derivados de

quinoxalinas CNQX y NBQX son los antagonistasmás selectivos para estos

receptores,carecientode efecto sobre las respuestasmediadaspor los receptores

NMDA ó de tipo metabotrópico(Honoréy cols. 1988).

Estudios de biología molecular de los receptores de Kainato/AMPA han

demostradola existenciade diferentessubtiposde receptoresdenominadosGIuRI, 2,
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3, 4. 5 y 6 ó también GIuR A-F (Keinánenn y cols. 1990). Aunque todas las

subunidadesdesdeGIuR1 hastaGIuR6 son capacesde formar canalesiónicos cuando

se expresanen oocitos de Xenopusó en células cultivadas de mamíferos(Boulter y

cols. 1990, Keinánenny cols. 1990). se consideraprobable que “in vivo” estos

canalesestánformadospordiferentescombinacionesde subunidades,esto implica que

con las seis subunidadesdescubiertashay un gran número de combinaciones

potenciales.El subtipoGIuR6 es activadopor kainatopero no porAMPA, por lo que

podría tratarse de un auténtico receptor de kainato más que de un receptor

kainato/AMPA (Huettner1990).

En algunos estudios con neuronasy células gliales se ha demostradoque los

receptoresKainato/AMPA puedenserpermeablestambiénal Ca>. En algunascélulas

de hipocampo,el canal activadopor kainato es más permeableal Ca> que al Na~

(Hollmann y cols. 1991). Esta inesperadapermeabilidadal Ca> de los receptoresde

Kainato/AMPA se puedeexplicar por algunade las observacioneshechasen estudios

de biología molecular. La expresiónde GIuRI, GIuR3 ó de una combinaciónGIuRI-

GIuR3. lleva a la formaciónde canalesiónicos permeablesal Ca24. Ahora bien, si a

la mezcla se añadeGIuR2, se obtiene la típica impermeabilidad al Ca> de los

receptoresKainato-AMPA. Estoscambiosen la permeabilidadal Ca> en los distintos

subtipos de receptores parece ser debido a la sustitución en la secuenciade

aminoácidos de GIuR2 de una arginina por glutamina presente en las otras

subunidades(Hollmanny cols. 1991).

2.3.4.3. Receptoresmetabotrópicos.

En 1985, Sladeczeky cols. demostraronen cultivos neuronalesprocedentesde

estriado la existenciade un nuevo tipo de receptor de glutamato activado por

quisqualatoy glutamato,pero no por NMDA y kainato (Sladeczeky cols. 1985). La

unión del agonistaa estereceptorse traduceen la activación proteínaG-dependiente

de una fosfolipasa C con el resultado de la hidrólisis del fosfatidilinositol de la

membranaplasmáticay la generaciónde inositol 1,4,5 trifosfato (IP
3) y diacilglicerol

como segundosmensajeros(Manzoni y cols. 1990, Schoeppy cols. 1990). El IP3

activa la movilizaciónde Ca
2~ de reservoriosintracelulares(Murphy y Miller 1988,

Adamsony cols. 1989) mientrasque el diacilgLicerol activa a la proteínaquinasaC

(Manzoni y cols. 1990). Este receptor de glutamato está presenteen diversas

preparacionescomo cultivos de células granularesde cerebelo (Nicoletti y cols.
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1988), de células gliales (Pearcey cols. 1986), ó sinaptoneurosomas(Recansensy

cols. 1988) y sepuedeexpresaren oocitosde Xenopustras la inyecciónde mRNA de

cerebrode rata (Sugiyamay cols. 1987). Recientemente,seha descrito la existencia

de otros receptoresmetabotrópicosacoplados,en estecaso, a la modulaciónde los

niveles intracelularesde AMPC (Schoeppy cols. 1992, Winter y Conn 1992).

Mediante técnicasde biología molecular, como la reacción en cadenade la

polimerasa(PCR), se ha conseguidoaislar y expresarlas secuenciasde cDNA que

codificanparaseis subtiposde receptoresmetabotrópicosdenominadosmGluRl. 2. 3,

4, 5 y 6. (Nakaniski 1992, Schoeppy Conn 1993). El estudioy comparaciónde sus

secuenciaspolipéptidicasrevelan que todas estasproteínasson muy similaresentre sí

pero que carecende homologíacon otros receptorespertenecientesa la familia de

receptoresacopladosa proteínaG. Los receptoresmetabotrópicosestánconstituidos

sietesegmentostransmembranay un extremoamino terminalcon numerososresiduos

de cisteina (Tanabe y cols. 1992). Además de los subtipos de receptores

metabotrópicosantes señalados,el procesamientoalternativo del RNA mensajeroes

otra fuente de diversidad, habiéndoseobservadoque para el subtipo mGluRl por

procesamientoalternativode su RNA mensajerose originanlas variantescíx. 13 y c (Pm

y cols. 1992).

La expresión de estos clones en las células ováricasde Hamster chino ha

permitido conoceralgunascaracterísticasindividuales de los subtipos de receptores

metabotrópicos.Los subtiposmGluRl y mGluR5 estánacopladosuna fosfolipasay a

la hidrólisis de los fosfoinositoles.Ambos tipos de receptoresmuestranel mismo

perfil farmacológico, con un orden de potencia FC50 para la hidrolisis de

fosfoinositolesde Quisqualato > L-Glutamato > Ibotenato > ACPD (Tanabe y

cols. 1992). Sin embargo, ambos subtipos difieren en su sensibilidad a toxina

pertusis.. ya que mientras mGluR5 y mGluRll3 son insensiblesa toxina pertusis,

mGluRIa es activadopor un mecanismosensiblea esta toxina (Abe y cols. 1992.

Pickering y cols. 1993). Por el contrario, mGJuR2, mGluR3, mGluR4 y mGluR6 se

encuentranacopladosnegativamentea la vía de la adenilatociclasa, inhibiendo la

formación de cAMP (Prezeauy cols. 1992, Thomsen y cols. 1992). El perfil

farmacológicode estosreceptoresesdiferente,ya que quisqualato,que esel agonista

más potentepara los receptoresacopladosa la hidrólisis de los lípidos de inositol,

muestrauna actividadbajasobreestostipos de receptores.El ordende potenciaFC50

es Glutamato > ACPD > Ibotenato > Quisqualato.El subtipo mGLUR4 presenta
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como agonistamás potente L-AP4. Todos los subtiposde receptoresmetabotrópicos

acopladosnegativamentea la vía de la adenilato ciclasa, son sensiblesa toxina

pertusis(Nakanishi1992).

Recientementese ha descrito dos nuevos agonistas selectivos para los

receptoresmetabotrópicosmGluR2 y mGluR4, el L-2-carboxiciclopropil glicina (L-

CCGI) y 2,3-dicarboxiciclopropil glicina (DCG-IV), que inhiben fuertemente la

formación de AMPO inducida por forskolina (Ishida y cols. 1993 a, Ishida y cois.

1993 b).

No existe un verdadero antagonistaque permita caracterizarde manera

inequívocalas accionesasociadasa la activación de los receptoresmetabotrópicos,

tanto en el caso de los receptoresacopladosa la hidrólisis de fosfatidílinositolescomo

en el caso de los receptoresacopladosa la modulación de los niveles de AMPO

(Schoeppy Conn 1993). Aunque los primerosestudiosmostraronque el ácido L-4-

aminofosfobutírico (L-AP4) presentaactividad antagonistasobre la hidrólisis de

fosfoinosítidos estimuladapor ibotenato y quisqualato en cortes de hipocampo y

corteza cerebral (Schoepp y cols. 1990), sin embargo, en cultivos de neuronas

corticales(Patel y cols. 1990) y en sinaptoneurosomas(Recasensy cols. 1988), L-

AP4 no muestra tal actividad. Otro tanto se podría decir del ácido L-3-

aminofosfopropiónico,L-AP3, ya que este compuestoen cortes de hipocampose

manifiestacomo un bloqueanteefectivo de la hidrólisis de fosfoinositolesestimulada

por agonistasmetabotrópicos(Schoeppy Johnson1989, Schoeppy cols. 1990, lrving

y cols. 1990). Sin embargo,en cortesde cerebelo(Crepel y cols. 1991), en cultivos

de neuronas piramidalesde hipocampo (Stratton y cols. 1990) y en las células

ováricas del Hamsterchino que expresanreceptoresde glutamato (Tanabe y cols.

1992, Abe y cols. 1992) la hidrólisis de los fosfatidílinositoleses insensiblea L-AP3.

Más recientementese ha descrito que (RS) a-metil-4-carboxifenilglicina es un

antagonista para el receptor metabotrópico acoplado a la hidrólisis de

fosfatidilinositolesen cortezacerebral(Fatony cols. 1993).

Numerososexperimentoshan demostradoque el receptormetabotrópicoreduce

el potencial postsináptico excitatorio (PEPS) en las sinápsis glutamatérgicasde

hipocampo (Baskys y Malenka 1991), de amigdala (Rainnie y Shinnick-Gallagher

1992), de estriado(Lovinger 1991) y de cerebelo(Crepel y cols. 1991). Esta acción

inhibitoria pareceestarmediadapor la activaciónde un autoreceptorpresinápticoque



inhibe la liberación de glutamato. En el hipocampo, la reducción en los PEPS

inducidaporel agonistametabotrópico(1S,3R)ACPD,no es bloqueadani mimetizada

por L-AP3 (Desai y Conn 1991), lo que sugiereque el receptor metabotrópicoque

media este efecto inhibidor podría ser diferente de los receptoresque median la

hidrólisis de fosfoinositoles sensibles a L-AP3 (Schoepp y cols. 1990). L-AP4

tambiénes un bloqueantede los PEPSen algunassinapsisglutamatérgicas<Rainnei y

ShinnicLGallagher 1992). Los receptores metabotrópicos también reducen el

potencialpostsinápticoinhibitorio (PIPS) en las sinapsisglutamatérgicasy esteefecto

pareceestarmediadopor inhibición en la liberaciónde GABA (Desai y cols. [992).

El mecanismo de acción por el cual los receptores metabotrópicosinhiben la

liberación de glutamatoy GABA no seconoce,pero se ha sugirido que estaacción

podría estar mediadapor una reducción en la corriente de Ca> de la terminación

sináptica(Trombley y Westbrook1992).

Los receptoresmetabotrópicostambién han sido implicadosen la modulación

de diversoscanalesiónicos y de otros receptores(Schoeppy Conn, 1993). En cultivos

de células piramidalesde hipocampo, trans-ACPD disminuye la corriente de K~.

tanto de los canalesde K~ dependientesde voltaje tipo ‘m, como de los canalesde K~

dependientesde Ca>, ‘aph. incrementandoel potencialde membranaen reposoy por

tanto, la excitabilidadcelular (Stratton y cols. 1989, Charpak y cols. 1990, Hu y

Storni. 1992). Así mismo, también se ha observadoque trans-ACPD reduce la

corriente de Ca2~ en cultivos neuronalesde hipocampo(Lester y Jahr, 1990) y en

cultivos de neuronaspiramidalesdel áreaCA3 del hipocampo(Swartzy Bean 1992,

Swartz y cok. 1993). En relación con la modulación por los receptores

metabotrópicosde otros receptores,se ha observadoque trans-ACPD incrementala

corriente de Ca> del receptor de NMDA en cultivos de células piramidales de

hipocampoy en oocitos de Xenopusque expresanestereceptor. Esta acción parece

estarmediadapor receptoresde glutamatoacopladosa la hidrólisis de fosfoinositoles

ya que los activadoresde la proteínaquinasaC mimetizanesteefecto (Aniksztejn y

cols. 1991). Además los receptores metabotrópicos han sido implicados en

importantesprocesosneuronalescomo el desarrolloneuronal(Nicoletti y cols. 1988),

aprendizajey memoria (Zheng y Gallagher 1992, McGuinness y cols. 1991), así

como en la neurotoxicidadinducidaporel glutamato(Koh y cols. 1991).
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3. EL SINAPTOSOMA COMO MODELO DE SINAPSIS ‘IX VITRO”.

Las terminaciones sinápticas de las neuronas constituyen la región

especializadaen la liberación de neurotransmísores.Estasterminacionessinápticasse

puedenaislar y manteneractivas desde el punto de vista metabólicodurante varias

horas (Nicholís 1989>, constituyendola preparacióndenominadasinaptosonias.EJ

aislamientode las terminacionessinápticasestáfacilitado por su pequeñotamaño y

por el resellado espontáneoque experiementa la membrana sináptica tras la

homogenizacióndel tejido cerebral en medio isotónico. La posible explicación de

porqué los procesoscelularespuedencontinuar en una terminación nerviosaaislada

del cuerpocelular estáen relacióncon su propio diseño,ya que al estarseparadadel

cuerpocelular por una gran distancia, la terminación sinápricaestápreparadapara

funcionar de una manera autónoma, desde el punto de vista metabólico. Las

terminacionesnerviosas contiene la dotación enzimáticay proteica necesariapara

llevar a cabo la síntesisde neurotransmisoresy su almacenamientoen vesículas

(Nicholís 1989).

Los sinaptosomastienen un diámetroaproximadode 1 gm. En las imágenes

de microscopia electrónica se observa un gran contenido en vesículassinápticas

pequeñasy en menornúmero,vesículassinápticasgrandes,densasy con cubierta.Las

vesículas sinápticas pequeñas tienen un diámetro aproximado de 50 nm y

frecuentementese encuentranancladasen determinadasregiones de la membrana

plasmática, denominadaszonasactivas. Las vesículassinápticasgrandesson menos

frecuentesy están localizadasfuera de la zona activa (Buma 1989). Aparte de las

vesículassinápticas,los sinaptosomaspresentanuna o dos mitocondriasy la red del

citoesqueleto.

El principal problemade la preparaciónde sinaptosomas,en relación con el

contenido de neurotransmisores,es su heterogeneidad.Así, los sinaptosomasde

cualquierregión cerebralcontienenterminacionessinápticasde neuronasque utilizan

diferentes neurotransmisorescomo glutamato, GABA, acetilcolina, catecolaminas.

péptidos y otros transmisores,junto con alguna terminación glial o gliosomas. El

grupode Bradford ha conseguidoaislarpoblacionescolinérgicasy GABA-érgicasde

sinaptosomaspor métodosinmunológicos,empleandoanticuerposcontra las enzimas

implicadas en su síntesis (Docherty y cols. 1987). En general, los sinaprosomas

puedenprepararsede distintasregionescerebralessegúnel sistemade neurotranmisor



que se quiere estudiar. Así, los interesadosen la acetilcolina utilizan los lóbulos

ópticos del calamary el órganoeléctrico de Torpedo (Whittaker 1984), ya que en

ambos casosse trata de un sistema colinérgico puro. Para la investigación de la

neurotransmisiónglutamatérgicase pueden utilizar los sinaptosomasde corteza

cerebral,que aunqueno es una preparaciónexlusivamenteglutamatérgica.contiene

glutamatoen altasconcentraciones.Por otro lado, la preparaciónde sinaptosomasa

partir de la neurohipófisises útil en el estudiode la secrecciónde neurohormonas

(Matteoli y cols. 1989).

La membranaplasmática de los sinaptosomas,al igual que la membrana

neuronal,presentaun alta conductanciaal ión K* y una bajaconductanciaal ión Na4

(Schmalzing1985), con un potencialde membranamuy cercanoal potencialde Nerst

parael ión Kt y que oscilaentre-60a -80 mv segúnlas distintaspreparaciones(Scott

y Nicholís 1980, Tibbs y cols 1989 a). La gran conductanciaque presenta la

membranaplasmáticaa los ionesK4 sugierela existenciade una subclasede canales

de Kt, aún no identificados, que permanecenabiertos en reposo y que son

responsablesde la alta permeabilidada estecatión. Ademásde estecanalde K4, en la

terminaciónsinápticaseha descritola presenciade un canal de K~ que participaen el

mantenimientodel potencialde membranaen reposoy que sedenominacanal tipo 1A.

Este canal de K~ que se encuentracerrado en condicionesde reposo, se activa

rápidamentecuando la membranase despolarizaligeramente, restableciendoasí el

potencial de membrana(Castle y cols. 1989). El bloqueo de este canal por 4-

aminopiridina o dendrotoxinadesestabilizael potencial de membranapuediendo

desencadenarpotencialesde acciónespontáneos(Tibbs y cols. 1989 a y b). También

se han descritocanalesde K~ dependientesde voltaje tipo 1n o rectificadorretrasadoy

canalesde K4 activadospor Ca24, que estánencargadosde terminar los potenciales

de acción, restableciendoel potencialde membranaen reposotras la despolarización

(Blausteiny cols. 1988).

Los sinaptosomasmantienenuna baja concentraciónde Ca2~intracelularque

oscilaentre 100-300nM (Ashely 1986) en ausenciade estimulación.Este bajo nivel

de Ca> se consiguegraciasa diferentessistemasqueparticipanen la homeostasisdel

Ca> como son: el intercambiadorNa4/ Ca>, la ATP-asadependientede Ca> y los

compartimentosintrasinaptosomales.El intercambiadorNa4/ Ca24, trasloca 3 iones

Na~ por cadaión Ca> y seactivaalostéricamentecon Ca> internoy posiblemente

contribuyea la salida de Ca> cuandosu concentraciónen el citoplasmaaumentapor
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encima de los niveles basales. El carácterelectogénicode este intercambiadora

llevado a sugerir su posible contribución a la entrada de Ca> durante la

despolarizaciónde la terminaciónsináptica,aunquela falta de buenosbloqueantesde

este intercambiadorha impedido establecerde manerainequívocasu contribuciónen

la homeostasisdel Ca> en la terminaciónsináptica.La ATP-asadependientede Ca>

de la membrana plasmática bombea un ión Ca> por cada molécula de ATP

hidrolizada y algunos autoressugierenque es el principal mecanismopara extraer

Ca> del citoplasma(Nicholís y Akerman 1981 y Snelling y Nicholís 1985). El

retículo endoplásmico liso y las mitocondrias son los compartimentos

intrasinaptosomalesde Ca>, capacesde almacenaro liberar Ca> (Blaustein 1988).

El retículo endoplásmicotiene una gran afinidad por el Ca> pero su capacidadde

almacenamientoes bastantelimitada, mientras que las mitocondrias presentanuna

gran capacidadparaacumularCa> pero conbajaafinidad.

3.1. Métodos empleadospara inducir la liberación de neurotransmisores.

El sinaptosomaaisladoal carecerde su punto de unión con el axón, no puede

recibir la señal despolarizante,por lo que deben utilizarse distintos métodos

bioquímicos para despolarizar los sinaptosomas e inducir la liberación de

neurotransmisores.Entre las distintas formas, las más empleadasson una alta

concentraciónde CIK. el activadorde canalesde Na~, veratridinaó el bloqueantede

canalesde K~, 4-aminopiridina.

- Altas concentracionesde KCI.

En una terminación sináptica en reposo la conductanciadominante de la

membranaplasmática es la del K~ (Schmalzing 1985) y es la que contribuye

principalmente al potencial de membrana. El incremento de la concentración

extracelularde K~ despolarizala membranaplasmática,abriendolos canalesde Ca>

sensiblesa voltaje. Esta aperturade los canalesde Ca> tras la despolarizaciónse

pone de manifiestotanto por la rápidaentradade Ca> radiactivo, 45Ca2~(Tibbs y

cols. 1989 a) como por la elevación en la concentracióncitosólica de Ca>

determinadacon los indicadoresfluorescentesde Ca> (Adam-Vizi y Ashley 1987).

La despolarizacióninducidaporCIK escontinuay total, ya que el potencialno

se recuperahastaque no seelimine el agentedespolarizantedel medio. Hay que tener
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en cuenta que la despolarizacióncon CIK, se reduceel compomenteeléctrico del

gradiente electroquímico de Na~, revertiéndoseel transportadorde gluiamato y

liberandoglutamato citoplásmico. A pesar de estos incovenientesestees el método

bioquímico másutilizado.

- Veratridina.

La veratridina es un alcaloide que despolarizala membranaplasmáticaal

impedir la inactivación de los canalesde Na~ (Blaustein y Goldring 1975). Este

incrementode la permeabilidadal Na~, reduceel potencialde membranay causala

entradade Ca> a travésde canalesde Ca> sensiblesa voltaje lo que a su vezdispara

la liberación de neurotransmísores(Rugolo y cols. 1986). Ahora bien, la veratridina

al reducir los dos componentesdel gradiente electroquímicode Na~, revierte el

transportadorde glutamato, induciendouna salida de glutamatocitoplásmicoque es

incluso mayor a la inducida por despolarizacióncon CIK donde sólo se altera el

gradienteeléctrico. El Na~ que entraa través de los canalesabiertospor veratridina

esbombeadoal exterior a través de la ATP-asadependientede Na~ y K~. La entrada

masiva de Na~ que tiene lugar en presenciade veratridina, activa la ATP-asa

estimulando fuertemente la respiración sinaptosomal como consecuenciade la

disminución de los niveles de ATP. Este efectohay que tenerlo muy presenteen los

experimentosde liberación de neurotransmisoresya que se ha observadoque la

exocitosisde glutamatoesdependientede ATP (Sánchez-Prietoy cols. 1987 a). Para

prevenirla caídade los nivelesde ATP inducidospor esteciclo fútil de Na~. que se

estableceentre la entradade Na+ mediadapor el alcaloide y la salidade Na~ por la

actividadde la bombade Na~, se recomiendala adición del bloqueantede la ATPasa

Na~-K~, ouabaina.

- 4-Aminopiridina.

La 4-aminopiridinaesun bloqueantede los canalesde potasio(Thesleff 1980),

activo en los canalesque se abreninmediatamentedespuésde la despolarizacióny que

se inactivan rápidamente(10-100 ms) (Smith 1989). La función de estos canaleses

impedir que las neuronasdisparenpor debajodel umbral necesariopara producir un

potencial de acción. Así, la rápida aperturade estoscanalesde K~ tras una ligera

despolarizaciónpermite la rápida repolarización de la célula restableciéndoseel

potencial de membrana.El bloqueo de estos canales por 4-aminopiridina por el
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contrario, estableceun potencial de membrana inestable que permite la apertura

aleatoriade los canalesde Na~ en la poblaciónde sinaptosomas.con la consiguiente

despolarizacióny aperturade los canales de Ca> dependientesde voltaje. Como

consecuencia de estos acontecimientos, 4-aminopiridina induce la liberación

dependientede Ca> de neurotransmisores.La implicación de los canalesde Na~ en

el mecanismode despolarizacióndesencadenadopor 4-aminopiridina, se pone de

manifiesto porque el bloqueante de estos canales, tetrodotoxina,suprime tanto la

elevaciónen la concentracióncitoplásmicade Ca> como la liberación de glutamato

inducidospor 4-aminopiridina(Tibbs y cols. 1989a).

El caractertransitorio de las despolarizacionesinducidaspor 4-aminopiridina

se traduce en una menor liberación de glutamato citoplásmico, sobre todo si se

compara con la liberación de glutamato independientede Ca> inducida por

veratridina, ya que en este último caso se produce un colapsopermanentede los

componentesquímicoy eléctricodel gradienteelectroquímicode Na~.

4. MODULACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO.

4.1. Receptorespresinápticos.

Los receptorespresinápticosse denominan autoreceptores.si respondenal

neurotransmisorliberado por la terminación sináptica, ó heteroreceptores,cuando

respondena neurotransmisoresdistintos al liberado por la terminaciónsináptica. La

activación de estos receptoresaltera parámetrosdirectamenterelacionadoscon la

exocitosis.modulandoasí la liberaciónde neurotransmisores.

En las terminacionesglutamatérgicasse han descritola presenciade diversos

receptores.Así se ha demostradola existenciade un autoreceptorde glutamato,

sensiblea L-AP4 que inhibe la liberación de glutamatoen sinaptosomasde corteza

cerebraly de hipocampo(Jonesy Roberts1990, Gannony cols. 1989). Porotro lado,

en experimentosde electrofisiología se ha puesto de manifiesto que L-AP4 y¡ó

(IS,3R)XCPD reducen el potencial postsináptico excitatorio en las sinapsis

glutamatérgicasde hipocampo(Baskysy Malenka 1991), estriado(Lovinger ¡99!) y

amigdala(Rainnie y Shinniek-Gallagher¡992). Esta disminución de la transmisión

glutaniatérgicase ha relacionadocon unadisminuciónen la liberaciónde glutamato.

30



Esquema3: Posiblemecanismo de acción de 4-aminopiridina
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posiblementemediadapor la activaciónde un autoreceptorde glutamatoque reducela

entradade Ca> (Trombley y Westbrook1992).

Numerososestudiosmuestranque los agonistaskainatoy domoato inducenun

incrementoen la concentraciónde glutamatoen el espacioextracelularen cortes de

hipocampo y este efecto podría estar relacionado con determinadasacciones

neurotóxicasasociadasa esteneurotransmisor(Meldrum y Garthwaite 1990). En este

sentido. se ha propuesto que estas sustancias interaccionan con un receptor

presináptico.que estaríapresenteen aquellasáreascerebralesque son especialmente

sensiblesa las accionesexcitotóxicas.En las terminacionesde las fibras musgosasde

hipocampo, se ha demostradola existenciade un receptor presinápticosensiblea

kainato y domoato que incrementa la liberación de glutamato inducida por CIK
(Terrian y cols. 1991). El mecanismopor el cual se incrementa la liberación de

glutamato no se conoce, pero este efecto facilitador podría estar mediado por un

incrementoen la entradade Ca> (Terrian y cols. 1991). No obstantey a pesarde

todos estos datos, hay que teneren cuentaque el kainato induce la acumulaciónde

glutamatoen el medio extracelularpor un efecto inhibidor sobreel co-transportador

de Na~-glutamato(Pococky cols. 1988).

En cuanto a la presenciade heteroreceptoresen las terminacionessinápticas

glutamatérgicas,existennumerosasevidenciasque indican que la adenosina,a través

de su receptor A1, inhibe la [iberación de glutamato en diversas preparaciones

(Dolphin y Archer 1983, Burk y Nadíer 1988, Terrian y cols. 1989). Recientemente,

Barrie y cols. han descrito que la adenosinay el agonistade los receptoresAí

N6ciclohexiladenosinainhiben la liberación de glutamato inducidas tanto por 4-

aminopiridina como por una alta concentración de CIK. en las terminaciones

sinápticasde cortezacerebral (Barrie y cols. 1993). Estos reslutadossugierenque el

mecanismode estainhibición podríaestarrelacionadocon una reducciónen la entrada

de Ca> como consecuenciadirecta de la activación de un receptor de adenosína

acopladoa proteína G, (Dolphin y Prestwich 1985, Stone 1991) más que con la

aperturade los canalesde K~ (Zoltay y Cooper 1991).

El GABA y el agonistabaclofeninhiben la liberación de glutamatoa travésde

la activaciónde receptorestipo B (Dolphin y Scott 1987, Harrison 1990, Klapstein y

Colmers 1992). Por otro lado, las dinorfinas unos péptidos que se encuentranen

elevadas concentracionesen algunas terminacionessinápticas glutamatérgicasdel



hipocampoalmacenadasen vesículassinápticasgrandes(Terrian y cols. 1988), y que

se liberan al espaciosinápticopor un procesodependientede Ca>, (Terrian y cols.

1988, Terrian y cols. 1989) también inhibien la liberación de glutamato. El

mecanismode la acción inhibidorade las dinorfinas no se conoce,pero de nuevose

sugiereunareducciónen la entradade Ca2+.

4.2. Proteína quinasa C.

La proteína quinasa C, (PKC), es una quinasadependientede Ca> y

fosfolípidos, activada por el diacilglicerol generadopor estimulaciónde algunos

sistemasde transducciónde señalesde la membranacelular (Takai y cols 1979). El

cerebrode los mamíferoscontienealtas concentracionesde proteínaquinasaC y su

activación, produce numerososefectosen las neuronascomo son: cambios en el

desarrolloneuronal, modulaciónde la liberación de neurotransmisores,modificación

de canalesiónicos y cambiosen la plasticidadsináptica(Nishizuka 1984, Nishizuka

1986). La proteína quinasa C es una familia de isoenzimas compuestapor 10

proteínasrelacionadas(Nishizuka1992) pudiendoconsiderarsedesdeel puntode vista

estructuraltres grupos.El grupoA estáformadopor los isoenzimasa, 81, 811 yy, que

son activados por Ca>, fosfatidílserinay diacilglicerol ó ésteresde forbol, siendo

esta activación incrementada en presencia de ácidos grasos insaturados y

lisofosfatidílcolina(Nishizuka 1.992). El grupoB, estáformadopor los isoenzimas8,

e q y O , que no requierenCa2~ para su activación, pero si fosfatidilserinay

diacilglicerol ó ésteresde forbol (Koide y cols. 1992). La subespeciee esactivada

por ácidosgrasosinsaturados(Saito y cok. 1993). Por último, más recientementese

han identificadodossubespecies4 yA, que integran el grupode la proteínaquinasas

C atípicas. Estas isoformas dependenpara su activación de fosfatidílserina pero no de

diacilglicerol ni de ésteresde forbol ni de Ca> (Ohno y cols. 1989). La subespecie

4. es,sin embargo,activadapor los ácidosgrasosinsaturados.

La proteínaquinasaC a nivel celular, se localiza tanto en el citosol como en

las membranas,aunquesólo la proteínaunida a las membranaspareceser funcional.

ya que en ellas se encuentranlos fosfolípidos y los diacilglicero¡es que son los

cofactores necesariospara su activación (Nishizuka 1984). El incrementoen la

concentraciónde Ca> intracelular induce la redistribuciónde la proteínaquinasaC

del citosol a las~ membranas,donde la proteínase une a la fosfatidílserinaformándose

un complejo preactivo (Belí 1986). El diacilglicerol generadocomo respuestaa una
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señal extracelular. interaccionacon el complejo preactivo y activa a la proteína

quinasaC (Ganong y cols. 1986). Los ésteresde forbol, que son unos potentes

agentestumorales,inducentambiénuna rápidatraslocaciónde la proteínaquinasaC a

la membrana,solo que en estecaso, la traslocaciónsueleir seguidade la desaparición

de la actividad enzimáticade proteína quinasa C por un proceso de proteolisis

mediadopor proteasasdependientesde Ca> del tipo de las calpainas(Takai y cols.

1977). La proteolisisde la proteínaquinasaC por dichasproteínasgenerauna forma

catalíticamenteactiva, denominadaproteínaquinasaM, PKM, que es solubley activa

en ausenciade Ca> y fosfolípidos. Las diferentessubespeciesde proteínaquinasaC

muestrandiferentesensibilidada esteprocesoproteolítico, siendo las isoformasa y 11

más suceptiblesque el isoenzimaY(Oda y cols. 1991). El significado fisiológico de

este proceso no está bien establecido,pero podría formar partede un sistema de

degradaciónde la proteína quinasa C, finalizando las accionesgeneradaspor el

enzima.

El primer mecanismodescritopara la activación de la proteínaquinasaC fue

la hidrolisis de fosfatidílinositoles.La activaciónde receptoresacopladosa estavía de

transducciónde señales,generaIP3 y diacilglicerol como segundosmensajeros.El IP3

es capaz de inducir cambios en la concentración citoplásmica de Ca> por

movilización del Ca> almacenadoen los compartimentosintracelulares(Berrigde e

Irvine 1989). mientras que el diacilglicerol activa a la proteína quinasa C. Más

recientementese ha observadoque el diacilglicerol se puedegenerar también por

hidrólisis de fosfatidílcolina por activación de la fosfolipasaD, con formación de

ácido fosfatídico seguidade la hidrolisis de éste por la fosfohidrolasa(Nishizuka

1.992). Además,algunasisoformasde la proteínaquinasaC puedenser activadapor

los ácidosgrasoscis-insaturados,como el ácidooleico y el araquidónico(Murakami y

Routtenberg1985, Murakamiy cols. 1986, Shearmany cols. 1991 b).

Estudiosinmunocitoquimicoshan mostradola presenciade proteínaquinasaC

en las terminacionesnerviosas(Girard y cols. 1985). Aproximadamenteun 50% de la

actividad de la proteína quinasaC presenteen la preparaciónde sinaptosomasde

corteza cerebral está asociadaa membranas(Diaz-Guerray cols. 1987). Existen

diferenciasrespectoal contenidode las diferentessubespeciesde proteínaquinasaC

en las terminacionessinápticasde diferentesregionescerebrales,así los sinaptosomas

de cortezacerebralcontienenlas isoformasa, 13, Y y e (Shearmany cols. 1991, Saito

y cols. 1993), mientrasque los sinaptosomasde hipocampocontienenlas isoformasa
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y 13 (Shearmany cols. 1991). La existenciade la isoforma Y en estapreparaciónes

más discutida, ya que si bien los estudios de Nishizuka en sinaptosomasde

hipocampo, no detectanesta isoforma; en una fracción enriquecidade sinaptosomas

de las fibras musgosasde hipocampo,se han encontradocon anticuerposla presencia

de las isoformasY, e y ~ (Terriany cols. 1993), ademásde las mencionadas~ y 13.

La activaciónde la proteínaquinasaC de la presinápsisaumentala liberación
dependientede Ca2~de unagran variedadde neurotransmisorescomo noradrenalina,
(Nichols y cols. 1987), dopamina, (Shu y Selmanoff 1988), acetilcolina, (Tanakay

cols. 1986) y glutamato(Lynch y Bliss 1986, Barrie y cols. 1991). El mecanismopor
el cual la proteínaquinasaC potenciala liberaciónde neurotransmisoresno seconoce

en detalle por las dificultadesque conlíevael estudiode los flujos iónicos y de la

secreción acopladosa Ca2~ en las terminacionesnerviosas. Se ha sugerido, no

obstante,que la proteína quinasaC puedemediar la modulación de la corrientede

entradade Ca> bien por una apertura de los canalesde Ca> dependientesde voltaje

y acoplados a la secreción de neurotransmisores(De Reirmar y cols. 1985,
Kaczmarck 1987. Strong y cols. 1987) ó bien por un bloqueode canalesde K~

(Colby y Blaustein 1988, Higashiday Brown 1986, Barrie y cols. 1991).

4.3. Fosfoproteinasimplicadasen la liberaciónde neurotransmisores.

La despolarizaicónde la terminaciónsinápticaestimulala entradade Ca>y la

exocitosis de neurotransmisores.En sinaptosomas,la entradadeCa> activa una serie
de proteínasquinasasdependientesde Ca> y de fosfatasas,que determinanunos
cambios en el estadode fosforilación de ciertasproteínas,habiéndosesugerido la

posibilidadde que estoscambiosen el estadode fosforilaciónde las proteínas,podría

estar directamenterelacionadocon el mecanismo molecular de la liberación del
neurotransmisor.

Los sistemasde fosforilación más abundantesen las terminacionessinápticas,
relacionadosa su vez con la liberación de neurotransmisores,son la proteínaquinasa

dependientede Ca> y calmodulina tipo II (CAM-quinasa II), que fosforila a la

sinapsina(Nichols y cols. 1990, De Camilli y cols. 1990). y la proteínaquinasaC

que fosforila las proteínasMARCKS (Albert y cols. 1987, Hartwing y cols. 1992) y

8-50 ó (iAP-43 (Aloyo y cols. 1983).
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La proteínaCAM-quinasa 11 se localiza tanto en las membranascomo en el

citosol de las terminacionessinápticasdondese unea las proteínasdel citoesqueletoy
de las vesículassinápticas. La unión del complejo Ca2~-calmodulinasepara los

dominiosautoinhibidory catalítico de la quinasa,permitiendola fosforilación de los

sustratos, así como la autofosforilaciónde la quinasa. La autofosforilaciónde la

treonina 286 dentro del dominio autoinhibidortiene lugar segundosdespuésde la

activaciónde la quinasay esresponsablede la actividad fosforilante independientede

Ca> que se observa tras la disminución de los niveles de Ca> despuésde la

despolarización(Pattony cols. 1990).

La sinapsinas1 y II, como ya hemosseñalado,son fosfoproteinasasociadasa

vesículassinápticas.que constituyen los sustratosfisiológicos de la proteínaCAM-

quinasa1 que las fosforila en el residuo de sermapróximo al grupo amino terminal.

Además, la sinapsina1, pero no la II. es fosforiladatambiénpor la CAM-quinasaII

(Huttner y Greengard 1979) lo que provoca una disminución de la afinidad de

sinapsina1 por las vesículassinápticas,así como la desapariciónde la interacciónde

la sinapsinacon los filamentosde actina (Schieblery cols. 1986, Benfenati y cols.

1989). En experimentoscon sinaptosomasseha demostrado que la introducción de la
proteína CAM-quinasa II en las terminacionessinápticas aumenta la liberación

dependientede Ca> de noradrenalinay glutamato inducidaspor CIK (Nichols y cols.

1990). Además,el inhibidor selectivode estaquinasa,isoquinolenosulfonilo, KN 62.

inhibe la liberaciónde glutamato(Sihra 1993). De acuerdocon estosresultados,se ha

propuesto la hipótesis de que los efectos de la proteína CAM-quinasa II están

mediadospor la fosforilación de la sinapsina1, lo que resultaríaen un debilitamiento

de las interacciones de las vesículas sinápticas y los filamentos de actina.
incrementando consiguientementeel número de vesículas disponibles para la
exocitosis (De Camilli y Greengard1986, Báhíery cols. 1990). Más recientementese

ha observado en sinaptosomaspermeabilizadostransitoriamentepor congelación-

descongelación,que la introducción de sinapsina 1 defosforilada, coníleva una

disminución significativa de la liberación de glutamato. Por el contrario, la

introducción de sinapsina1 que había sido previamentefosforilada por la proteína

CAM-quinasa II, incrementabala liberación de glutamato (Nichols y cols. 1992).

Estos resultadosindicarían que la sinapsina1, es un componenteimportanteen la

regulaciónde la liberaciónde neurotransmisores.

La proteína8-50, conocidatambiéncomoGAP-43, neuromodulinao proteína
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E1, es una proteínaespecíficadel sistemanervioso,que seexpresaen altas cantidades

en las neuronasduranteel desarrolloneuronaly en procesosde regeneración,y que

ha sido implicada también en procesosde aprendizajey memoria así como en la

liberación de neurotransmisores(Cogginsy Zwiers 1991, De Graany Gispen 1993).

Esta proteínase encuentrafundamentalmenteen las membranasde la terminaciones

sinápticas,pero no en las dendritas(Gispeny cols. 1985). La proteínaB-50 poseeun

único sitio de fosforilación por proteína quinasa C, y es consideradacomo una

proteínaque une calmodulinade forma atípica,ya que la afinidad por estaproteínaes

mayor en ausenciaque en presenciade Ca> (De Graany cols. 1992).

En basea su localizaciónpresinápticay al alto gradode correlaciónque existe

entre la fosforilación de esta proteína y la liberación de neurotransmisorestras la

activación de la proteínaquinasaC, se ha sugeridoque la proteínaB-50 participaen

el mecanismomolecularde la liberación de neurotransmisores(Dekker y cols. 1989,
Dekker y cols. 1990). En estesentido, en experimentosrealizadoscon sinaptosomas

permeabilizados con estreptolisina~O, se ha observado que la aplicación de

anticuerposcontrala proteínaB-50, no solamenteimpide su fosforilación por proteína

quinasaC sino que ademásinhibe la liberación de noradrenalina(Dekker y cols.

1989).

La activaciónde la proteínaquinasaC fosforila una proteínamiristoilada y rica
en residuosde alaninay que ademásesun sustratode la proteínaquinasaC, conocida

abreviadamentecomo MARCKS. MARCKS es una proteínaque une calmodulinay

actina in vitro (Hartwig y cols. 1992), y que es fosforiladaen una gran variedadde

tipo celularesen respuestaa factoresde crecimiento,neurotransmisoresy ésteresde

forbol (Harrisony Mobley 1990). La fosforilaciónde MARCKS conlíeva,en diversos

tipos celulares,su traslocacióndesdela membranaal citosol (Wang y cols. 1989).

En experimentoscon sinaptosomasseha observadoque la despolarizacióncon
una alta concentraciónde CIK, incrementaen un 30% el estadode fosforilación de

MARCKS (Coffey y cols. 1993). Aunqueno seha demostradode una maneradirecta

un papel de MARCKS en la liberaciónde neurotransmisores,se ha sugeridoque esta

proteína,al igual que otrasproteínasque unencalmodulinatal como la proteínaB-50,

podrían funcionar como reservorios de calmodulina, liberándola después de la

activación de proteína quinasaC. Puesto que MARCKS en su forma defosforilada

pero no en la fosforilada. se une a los filamentosde actina, se ha propuestoque la

37



activación de la proteína quinasa C. fosforilaría MARCKS favoreciendo el

desensamblajede los filamentos de actina (Graff y cols. 1989). Según estos

principios, se podría predecir que la fosforilación de MARCKS contribuiría a la

facilitación de la liberaciónde neurotransmisores,bien por la rotura de los filamentos

de actina, bien, por el incremento en la concentraciónde calmodulina libre del

citosol. donde la activación de las quinasasdependientesde Ca2~~calmodulinapodría

llevar a un incrementoen la liberación de neurotransmisores.Sin embargo, esta

supuestaimplicación de MARCKS en la liberación de neurotransmisoresno ha sido

corroboradoen experimentoscon sinaptosomas(Coffey y cols. 1993). donde se ha

demostradoque la fosforilación de MARCKS no es un requerimientoabsolutoparala

liberaciónde glutamato,ya que en presenciadel inhibidor de proteínaquinasaC. RO-

3 1-8220, activo frente a las isoformasde proteínaquinasaC c~, l1~, I3~i, y , aunque

seinhibe totalmentela fosforilación de MARCKS inducidapor la despolarizacióncon

CIK. no se afectaparanadala liberaciónde glutamato(Coffey y cols. 1993).

4.4. Acido araquidónico.

Estudios realizadosen los últimos años han sugerido que los ácidos grasos

po]i-ínsaturados,fundamentalmente,eJ ácidoaraquidónicoy sus ¡netaboíitos,podrían

constituir una nueva clase de segundosmensajeros(Piomelli y Greengard 1990,

Ordawayy cols, 1991) con capacidadparamodular la liberaciónde neurotrasmisores.

El ácido araquidónicoque seencuentranormalmenteesterificado,formandoparte de

los fosfolípidos de la membranaplasmática,segeneraen respuestaa la estimulación

de determinadosreceptoresacopladosa la fosfolipasaA
2 (Felder y cols. 1990). El

glutamato, a través de la activación de los receptoresNMDA y metabotrópico.

también estimula la formación y liberación de ácido araquidónico(Dumuis y cok.

1988, Aramori y Nakanishi 1992). El ácidoaraquidónicosepuede formar tambiéna

partir de diacilglicerol originado por la hidrólisis del fosfatidilinositol por la

fosfolipasa C y posterior hidrolisis de éstepor acción de una diacilglicerol lipasa

(Irvine 1982). EJ ácido araquidónicotiene una vida muy corta, ya que rápidamentees

metabolizadoa productosoxigenadospor distintossistemasenzimáticoscomo el de la

cicloxigenasa,la lipoxigenasay la monoxigenasa(Shimizu y Wolfe 1990). La vía de

la 12-lipooxigenasaesel sistemaenzimáticomás importantedel tejido nerviosopara

el metabolismodel ácidoaraquidónico(Shimizu y cols. 1987), formándosedistintos

metabolitos como el ácido 12s-hidroperoxi-eicosatetranoico(12-HPETE) y el ácido

12-s-hidroxi-eicosatetranoico(12-HETE).



En relación con los efectos del ácido araquidónicosobre la liberación de

neurotransmisores,algunosestudioshan demostradoque el ácidoaraquidónicoy/ó sus

metabolitosinhiben la liberación de serotonina,en las neuronasdel moluscoAplysia

Cal(fornica (Piomelli y cols. 1987 a, Buttner y cols. 1989), de catecolaminasen las

células cromafines(Ehrenrgubery Zahíer 1991) y de glutamatoen sinaptosomasde

hipocampo (Freeman y cols. 1991). Sin embargo, en otros experimentosse ha

observado que el ácido araquidónico a elevadas concentracionesincrementa la

liberaciónde glutamato(Lynch y Voss 1990, Freemany cols. 1991).

El mecanismopor el cual el ácido araquidónicoy/o sus metabolitosmodulan

la secreción de neurotransmisoresno se ha establecidoen detalle, aunque se ha

sugeridoque estos lípidos podríanmodular la actividad de canalesiónicos (Ordway y

cols. 1991). Datos electrofisiológicosobtenidosen las células de la musculaturalisa

gástrica(Ordway y cols. 1989), en célulasatrialesdel corazón(Kim y cols. 1989),en

neuronasde Aplysia (Buttner y cols. 1989) y en cultivos neuronalesde hipocampo

(Premkumary cols. [991) han demostradoque el ácido araquidónicoincrementala

permeabilidadal ion K~ ó bien disminuyen la entradade Ca> (Keyser y Alger

1990), reduciendode estemodo, la excitabilidadcelular. Estamodulaciónpor parte

del ácido araquidónicoy/ó sus metabolitossobre la actividad de los canalesjónicos

podría ser el resultadode una acción directa del ácido grasosobre el canal iónico

(Buttnery cols. 1989)ó bien, consecuenciade la activaciónpor parte del ácidograso

de proteínasquinasascomo la proteína quinasaC (Linden y Routtenberg1989) o

quinasadependientede Ca2~ y calmodulinatipo 11 (CAMkinasa-1I) (Piomelli y cols.

1989),con efectosposterioresen la liberaciónde neurotransmisores.

Por otro lado, se ha observado que los ácidos grasos inhiben el co-

transportadorde Na~-glutamatode la membranaplasmática(Rhoadsy cols. 1983, Yu

y cols. 1987, Volterra y cols. 1992). Estaacción inhibidora del ácidoaraquidónico

sobrela actividad del transportadorde glutamato podríafacilitar la acumulaciónde

glutamatoen el medio extracelularlo que podríano sólo aumentarla eficaciade las

sinapsis glutamatérgicassino que también podría contribuir a las acciones

neurotóxicasde esteneurotransmisor(Barbour y cols. 1989).



OBJETIVOS.

1- Investigar las accionesde la activaciónde la proteína quinasaC presinápticacon

ésteresde forbol en la liberaciónde glutamatoen los terminacionessinápticasaisladas

de la corteza cerebral de rata, así como en otros parámetros bioenergéticos

relacionadoscon la secreción.

2- Estudiar el papel del ácido araquidónicoy/o sus metabolitos en la exocitosis de

glutamatocon el fin de establecerel mecanismode la acciónmoduladora.

3- Identificar las señales extracelulares, que acopladas al metabolismo de

fosfatidilinositolesy a la generaciónde diacilglicerol, activan la vía facilitadorade la

liberaciónde glutamatomediadaporproteínaquinasaC. Una vez identificadala señal

extracelularse estudiarálos efectosde agonistasy antagonistasde estereceptoren la

exocitosisde glutamatoy los parámetrosrelacionados.

El conocimientode las vías de modulaciónde la exocitosisde glutamato, de

las señales extracelulares implicadas, de los receptores presinápticos, así como

mecanismosde transducciónde la señal y de los segundosmensajerospodría ser de

gran interés para acceder a la modulación farmacológica de estas sinapsis

glutamatérgicas.
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1. MATERIAL

1.1. Reactivosy Productos quñuicos.

Los productos que no se detallan a continuación (ácidos, álcalis, sales

inorgánicas y disolventes orgánicos> eran todos de grado analítico y de elevada

pureza,y fueron suministradospor Merck (Darmstadt,Alemania) o Sigma (Co; St.

Louis; MO., USA).

La glutamato deshidrogenasa(E.C. 1.4.1.3), el NADP~, el NADH, el L-

glutamato, la fosfatidilserina, la histonaH1, el 13-forbol 12-13-dibutirato(48-PDBu),

el 13-forbol 12-miristoil 13 acetato(PMA), el cx-forbol 12, 13-didecanoato(4cx-PDD),

el 1,3-dioctanoilglicerol,la 1,3-dioleina,el oleil-acetilglicerol,el ácidoaraquidónico,

el metilaraquidonatoy demásácidosgrasosfueron suministradospor Sigma (Co, St.

Louis; M.O., USA), al igual que la albúminade suerobovino (BSA), el ATP, la 4-

aminopiridina, la veratridina,el dithiotreitol, la piruvato quinasa(E.C. 2.7.1.40),el

fosfoenolpiruvato,el EGTA, el TEA y TES.

La D(+)Glucosa, el EDTA y el PIPES fueron suministradospor la marca

MERCK (Darmstadt,Alemania).

La sacarosafué de Merck y de BDH. Limited, Pool (Inglaterra).

La estaurosporinay el HEPES fueron suministradospor Boehringer Corp.

(Manheim,Alemania).

La sn-1,2-diacilglicerolquinasa(E.C. No. 2.7.1.107)y la ionomicina fue de

Calbiochem(SanDiego, Co, USA).

El fura 2-AM y el ioduro de 3’,3 dietil-tio-carbociamida,DiSC2(5) fueron

suministradospor Molecular Probes(Fugene,USA).

La luciferasa(E.C. 1.13.12.7) fue de LKB (Suecia).

El isótopo radiactivo [Y
32P]ATPfué suministradopor AmershamInternational

p/c (Inglaterra)y el liquido de centelleopor BeckmanInstruments(Ca, USA).
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Los ácidos (1S,3R) y (iR, IS) amino-ciclopentíl-dicarboxilico(1S,3R) ó

(1R,3S)ACPD, el ácido 2-amino-3 fosfopropiónico (L-AP3), el ácido 2-amino-3

fosfonobutírico (L-AP4), el ácido D-amino-5-fosfopentanoico(D-AP5), 6-ciano-7-

nitroquinoxalin-2,3 diona (CNQX), ibotenato y quisqualatofueron suministradospor

Tocris Neuramin(Essex,Inglaterra).

El ficolí 400 fue suministradopor Pharmacia(Uppsala,Suecia)y se dializó

con aguadesionizadadurantecinco ó seis horas, con cambiode aguacadahora. La

concentraciónfinal del ficolí seestableciócalculandosu pesoespecífico.

La enzima glutamato deshidrogenasase dializó en un medio constituido por

fosfato sódico 100 mM y glicerol al 50%, pH =7,3, bajo presiónen atmósferade N2

durantedocea veinticuatrohorasparaeliminarel glutamatocontaminante.La diálisis

se llevó a caboen una célula de ultrafiltración AMICON con membranasXM 100 de

Amicon (Amicon Co; Danvers, M.A., Irlanda) que retiene moléculascon un peso

molecularsuperiora 100.000daltons.

1.2. APARATOS.

Se utilizaron balanzasde precisión AND ER-60 A y granatariosAND de los

modelosEX 2000 y EW 300A.

Las soluciones fueron agitadas con agitatores magnéticos 5 y agitadores

orbitales Luckham 802. Todas las medidasde pH se realizaroncon los pHmetros

Metrohm 654 y Crison2001.

Las centrífugasque seemplearonfueron las siguientes:centrífugarefrigerada

¡-leareusmodelo 2.0 RS, centrífugarefrigeradaSorvalí modelo RC5C, ultracentrifuga

Beckman modelo L8-M y microfugas eppendorffmodelos Beckman 11 y Sigma

201M.

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en los

espectrofotómetrosBeckmanmodelo DU-40 y PharmaciaUltrospecIII.

Las incubacionesque requirierondeterminadascondicionesde temperaturase

realizaronen bañostermostatizadosmodelosUnitronic 320 OR con agitaciónorbital y



Tectron3473100.

La luminiscenciasemidió con un luminómetro LKB modelo 1250.

Las determinacionesradiométricas se realizaron en contadoresde centelleo

líquido BeckmanmodelosLS 3801 y LS 60001C.

La determinacionesde la liberacióndel neurotransmisorglutamato,medidasde

Ca> intracelulary del potencialde membranaserealizaronen un fluorimetro Perkin-

Elmer, modelo LS 50 controlado por un ordenadorEpson AX-2 y con un baño

termostatizado,modelo Braun Frigomix U.

1.3. MATERIAL BIOLOGICO.

En todos los experimentosse utilizaron ratasmachode la razaWistar,200-250

gramos de peso, suministradas por la casa Charles-Rives a través de Panlab

(Barcelona).

2. N’IETODOS.

2.1. Obtenciónde los sinaptosomas.

2.1.1. Gradientes de Ficoil.

Los sinaptosomassepurificaron en un gradientediscontinuode Ficolí-Sacarosa

según la técnica descrita por Nicholís (1978) y Scott y Nicholís (1980) como se

resumeen el esquema4. En todos los experimentosse sacrificaron dos ratas por

dislocacióncervical y decapitación.El cerebrose lavó rápidamentecon medio de

aislamiento (Sacarosa0.32 M, TES 5 mM y EDTA 0,5 mM, pH 7,4) y se

diseccionóla cortezacerebral.A continuaciónestaregióncerebralsehomogeneizóen

un homogenizadormodelo Pottercon vástagode teflón, con sietepasoscompletosde

homogenización.El homogenadoresultantesecentrifugóa 900 xg durante5 minutos

a 40C, recogiéndoseel sobrenadante.Con el fin de aumentarel rendimientode la

preparación,el sedimentose resuspendióen medio de aislamientoy se centrifugóen

las condiciones anteriormente citadas. Los dos sobranadantesobtenidos se

centrifugarona 17.000 xg durante 10 minutos a 40C. El sedimento resultante,

denominadosinaptosomascrudoso sedimentoP
2 se resuspendióen 10 ml de medio de
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aislamientoy se colocó sobre un gradientediscontinuode ficolí preparadoen medio

de aislamientoy formado por 10 mIs de ficolí al 12%, 2.5 mis de ficolí al 9% y lO

mIs de ficolí al 5%, centrifugándosea 75.000 xg durante30 minutos a 40C. Los

sinaptosomassedimentaronen dos bandas, la primera entre el ficolí 12%-9% y la

segunda entre el ficolí 9%-5%. La mielina se separó en la banda superior

correspondienteal ficolí 5% y las mitocondriasquedaronen el fondo del tubo. Con

una pipetapasteurse recogieron los sinaptosomasy se diluyeron hasta un volumen

final de 10 ml de un medio sacarosa-TES(sacarosa250 mM y lES 5 mM a pH=

7,4). A continuación, se determinaronproteínaspor el método de Biuret y se

tomaron alicuotas de un 1 ó 5 mg de sinaptosomassegúnel ensayoa realizar. El

volumen final se completóhasta2 o 3 mIs con el medio sacarosa-TESy secentrifugó

a 25.000 xg durante30 minutosa ~ El sobrenadanteseeliminó y los sinaptosomas

sedimentadosen el fondo del tubo se conservaronen un baño de hielo entre 5 y 6

horas.

En algunosexperimentosse emplearonsinaptosomascrudoscorrespondientes

al sedimentoP
2. Estossinaptosomasse compararon con los sinaptosomaspurificados

por gradientesde Ficolí, no encontrándosediferenciascualitativasen lo que se refiere

a la liberaciónde glutamatoy a la homeostasisdel calcio.

2.1.2. Gradientesde Percoll.

Los sinaptosomassepurificaron en un gradientediscontinuode Percolí según

la técnicadescritapor Dunkley y cols. (1986) y Wang y cols. (1989). En todos los

experimentosse sacrificaron dos ratas por dislocacióncervical y decapitación.El

cerebrose lavó con un medio compuestopor sacarosa0,32 M a pH=7.4 y se

diseccionóla cortezacerebral.A continuaciónestaregióncerebralsehomogeneizóen

un homogenizadormodelo Pottercon vástagode teflón, con ocho pasoscompletosde

homogenización.El homogenadoresultantese centrifugóa 2000 xg durante2 minutos

a 4”C. recogiéndoseel sobrenadanteque se dividió en dos tubos y se centrifugóde

nuevoa 9.500 xg durante12 minutos a 4
0C. Los sobrenadantessedecantarony cada

sedimentose resuspendióen Smls del medioanteriormentedescritoy secolocó sobre

un gradientediscontinuode percolí preparadoen un medio compuestopor sacarosa

0,32M, EDTA 1.OmM y DTT 0,2SmMy formadopor 3mls de percolí al 23%, 3mls

de percolí al 10% y 3mls de percolí al 3%, pH=7.4, centrifugándosea 25.000 xg

durante10 minutos a 40C. Los sinaptosomassedimentaronen la bandasituadaentre
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Esquema4.- Obtención de sinaptosomaspurificados por gradiente discontinuo de

ficol!.

2 cortezascerebrales+ mediode aislamiento
homogeneizacióna 700 rpm, en potterde teflón

(7 movimientosde homogeneización)

900 xg
5 mm

Si + 5=

17.000xg
10 mm.

PS
(seresuspendenen lOmí
de mediode aislamiento
secolocansobreel

gradientede ficolí)

(Resuspensiónen medio
de aislamiento)

900 xg
5 mm

52 P2
(sinap.crudos)

Sinaptosomas(lOmís)

ficolí 5% (lOmís)

ficolí 9% (2,Smls)

ficoIl 12% (lOmis)

75.000xg
30 mm.

(Serecogenlos sinaptosomasy sellevan
a lOmís con medio sacarosa-Tes)

Mielina

Sinaptosomas

Mitocondrias

SS
(descartar)

PS
(sinap. purificados)

SS
(descartar)

P

lOmís sinaptosomas
15.000rpm
30 mm
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el percolí 23%-10%.La mielina se separóen la bandasituadaentreel percolí 3%-

10% y las mitocondriassequedaronen el fondo del tubo. Con una pipetapasteurse

recogieron los sinaptosomasy sediluyeron hastaun volumen final de 15 mIs de un

medio HBM (NaCí l4OmM, CIK 5mM, NaHCO3 5mM, NaH2PO41.2mM, MgCI2

lmM, Glucosa lOmM y 1-tepes lOmM, pH=7.4), centrifugándosea continuacióna

22.000 xg durante10 minutosa 4
0C. El sedimentoresultantese resuspendióen 8mls

de medio HBM y a continuaciónsedeterminaronproteínaspor el métodode Biuret.

Se tomaronalícuotasde lmg de sinaptosomasy el volumen final se completóhasta

Smls con el medio HBM y se centrifugó a 3.000 xg durante 10 minutos. El

sobrenadantese decantóy [os sinaptosomassedimentadosen el londo del tubo se

conservaronen un bañode hielo entre5 y 6 horas.

2.2. Determinaciónde la liberaciónde glutamato.

Se realizó segúnla técnicadescritapor Nicholís y cols. (1987); el glutamato

liberado se determinó mediante la reacción catalizada por el enzima glutamato

deshidrogenasaen presenciade NADP~ comocofaetor y midiendo el incrementode

la fluorescenciaque se producepor la formación de NADPH. Las variacionesde

tluorescenciase registrarona unaslongitudesde ondade excitacióny emisión de 340

nm y 460 nm respectivamente,y las rendijasde excitación y emisión se fijaron en 15

y 20 nm. respectivamente.

GDH

Glutamato+ NADP~ < > cx-cetoglutarato+ NH
3 + NADPH

1 mg de sinaptosomasse resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots (NaCí

122mM. KCI 3,lmM, KH2PO4 0,4mM, NaHCO3 5mM, MgSO4 l,2mM, TES-Na

2OmM y glucosa lOmM, pH=7.4) que conteníatambiénalbúminade suerobovino

(BSA) 16 gM y sepreincubarona 37
0C durante60 minutos en un bañoconagitación.

A continuación,una alicuota de 1 ml de la suspensiónse transfirió a una cubetadel

ftuorimetroPerkin-ElmerLS-SOque conteníaNADP~ 1. mM y CI
2Ca l,33mM o bien

una mezcla de calcio-EGTA (38~M CI2Ca y EGIA 50~M) que proporcionauna

concentracion extracelular de calcio libre de 200 nM aproximadamente,según

Verhage y cols. (1989). El ensayo se inició con la adición de 50 unidadesde

glutamato dehidrogenasa,observándoseun incremento en la fluorescenciaque se
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corresponde al glutamato extrasinaptosomal y una vez estabilizada la señal

fluorescente,seobsevaun incrementolento pero continuo, que se debea la liberación

basal<figura 1). La liberaciónde glutamatose inició por despolarizacióncon 4-AP o

CIK y la señal fluorescenteresultantese registró durante6 minutos más. Como la

reaccióncatalizadapor la glutamatodehidrogenasaesreversible, no existe linearidad

entreel incrementoen fluorescenciay la cantidadde glutamatoensayada.por ello, al

final de cadaensayo,se añadióun patrónde 2 nmolesde glutamatoparacuantificarel

glutamatoliberado. En algunosensayosse añadióTritón X-100 al 0.4% vol/vol para

romperlos sinaptosomasy determinarel contenidototal de glutamato(Figura 1).

Los datos serecogieroncadasegundoy los cálculosdel glutamatoliberadopor

miligramo de proteína,serealizaronen una hojade cálculo, Lotus 123. La liberación

dependientede Ca> se calculérestandola liberaciónobtenidaa una concentraciónde

Ca24 libre de 200 nM de la liberaciónobtenidaa unaconcentraciónde CECade 1.33

mM.

En los ensayosen los que se analizó el efecto del ácido araquidónicoen la

liberación de glutamatoy con el fin de evitar el efecto inhibitorio que ejercen los

acidosgrasosendógenosliberadosdurantela incubaciónde los sinaptosomas,éstos se

preincubarondurante1 horaen un medioElliots con albúminade suerobovino (BSA)

libre de ácidos grasos. Seguidamente,la suspensiónse recogió y se centrifugó a

12.000 xg duranteun minuto y seresuspendieronen un medio Elliots sin BSA. Una

alícuotade Imí de estasuspensiónse transfirió a una cubeta del fluorimetro Y se

procedióal ensayode liberaciónanteriormentedescrito.

2.3. Determinación del glutamato extrasinaptosomal.

La determinación de la concentración de glutarnato extrasinaptosomalse

realizócomo medidade la actividad del transportadorde glutamato, paraestudiarla

acción de posibles inhibidores de este transportador. Los sinaptosomas se

resuspendieronen medio Elliots sin BSA (0,67mg/ml)y se incubaronen un bañocon

agitacióna 37<~C. A los dos minutos de la incubaciónseañadió CECa l,33mM y un

minuto mástardese añadieronlos distintosagentesy setomaronalicuotasde 250p1s

de la suspensión.A continuación,la suspensiónde sinaptosomasse centrifugarona

12.000 xg durante un minuto, recogiendoselos sobrenadantesque seconservarona -

80~~C parala determinaciónposteriorde la concentraciónde glutamato.
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Figura 1. Ensayotípico de liberaciónde glutamato.

El contenidode glutamatose determinóadicionando5O¡xls de muestraa una

cubetaque contenía 1,2mls de medio Elliots con NADP~ lmM y 60 unidadesde

glutamatodehidrogenasa.El incrementode la señal fluorescentese registró durante2

minutos y se cuantificópor comparacióncon el incrementoproducidopor un patrón

de 1 nmol de glutamatoque seañadióseguidamente.Laconcentraciónextracelularde

glutamatose calculóen nmolesde glutamato/míde muestra.

2.4. Determinaciónde la concentraciónintracelularde Ca2# libre.

La concentraciónintrasinaptosomalde Ca> libre se determinócon la sonda

fluorescenteFura-2 segúnla técnicade Grynkiewicz y cols (1985). El fura-2 es un

polianión muy hidrofílico que une Ca> específicamente,formándoseun complejo

Ca2~-Furaque da lugar a una emisión fluorescentecuyo máximo se registraa una

longitud de ondade 510 nm, produciéndosetambiénun desplazamientodel espectro

de excitación el U.V. que cambia el máximo de 380 a 340 nm. En los ensayosse

utilizó el derivado acetoxi-metilado,fura 2-AM que es lo suficientementelipofílico

X—100 0.4%

CI
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para atravesar la membranaplasmática y alcanzar el interior celular donde las

esterasascitosólicasrompenel enlaceéstery liberan fura-2 que quedaatrapadoen el

citosol dondeactuacomosondafluorescentepara la medida de los niveles de Ca>,

tras ser excitadoa 340 y 360 nm, y leída su fluorescenciaa 510 nm. Como nuestro

equipo de fluorimetría tardabaunos 7 segundosen realizarel cambio de 340 a 360

nm. y nosotrosqueríamosobtenerdatos cada 0.5 segundos,la determinaciónde la

se realizó excitandoa una única longitud de onda, 340 nm y realizando

siempreal final de cadaensayo,la calibración.

1 mg de sinaptosomasse resuspendieronen OSmis de medio Elliots pH= 7,4

y se incubaronen un baño con agitación. A los cinco minutos de la preincubaciónse

añadió CI=Ca1,33mM y fura 2-AM 5$M y la incubación se prosiguió por 30

minutos. Tras la incubación, la suspensiónse lavó por centrifugacióna 12.000 xg

duranteun minuto y seresuspendióen medio Elliots (0,67mg sinaptosomas/mí).Una

alicuotade 1 ml de estasuspensiónse transfirió a unacubetadel fluorímetro Perkin-

Elmer LS-SO ajustadoa 340 mm de excitación y 510 nm de emisión, El ensayose

inició con la adición de CI2Ca 1,33mM y unavez estabilizadala señal,se añadieron

los distintos ligandos segúnel ensayoa realizary finalmente, los sinaptosomasse

despolarizaroncon 4-AP o KCI.

Para determinarla posible contribución del fura extrasinaptosomala la señal

fluorescenteasí como a las señales mínimas y máximas, todos los ensayos se

terminaroncon el siguienteprotocolo. La contaminaciónde fura extrasinaptosomalse

estimó por la disminuciónde la fluorescenciaobservadatras la adición de EGTA 7,5

mM y TRIS 45 mM, pH=8. En aquellosexperimentosen que la disminución de la

señal fue significativa, ésta se restó a todo el registro. La señal de fluorescencia

mínima se obtuvo al romper los sinaptosomastras la adición del detergenteSDS al

0,2%en ausenciade Ca
2~mientrasque la señalde fluorescenciamáximase obtuvo al

añadirun excesode CIzCa.

Los datos se recogieroncon intervalos de 2 segundosy la concentraciónde

calcio intracelularsecalculócon la siguientefórmula:

Ft - Fmin

[Ca2~J= Kd x
Fmax - Ft
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dondeFt es la fluorescenciaa cadatiempo y Fmin y Fmax son las fluorescencias

mínima y máxima, respectivamente.Se utilizó una constantede disociaciónpara el

complejoCa-Fura,Kd 224 nM segúnGrynkiewicz y cols. (1985) y los cálculosde la

concentracióncitoplásmicade Ca> libre se realizaronen una hoja de cálculo, Lotus

123.

2.5. Determinación del potencial de membranasinaptosomal.

El potencialde membranaplasmáticase determinócon la sondafluorescente

ioduro de 3’,3’ dietil-tio-carbociamida,DiSC2(5) segúnla técnicadescritapor Sims y

cols. (1974). El DiSC2(5)es un catión lipofílico que se acumulaen el interior de los

orgánulos cargados negativamente formándose dimeros cuando se alcanza

concentracioneselevadasen el interior celular, con la consiguientedisminuciónde la

señal fluorescente.La despolarizaciónde la membranaplasmáticadesencadenasu

salidaal exterior y un aumentoen la emisión fluorescentea una longitud de ondade

680 nm tras ser excitado a 643 nm. Una acumulaciónexcesivade este indicador

fluorescenteen el interior de las mitocondrias,puedeinhibir tanto el enzimaNADH

deshidrogenasacomo el transportede ADP, afectándosela fosforilación oxidativacon

la consiguientedisminución en los niveles de ATP. Para evitar esteproblema, los

experimentosse realizaronempleandouna bajaconcentraciónde I)iSC2(5) (5pM) y

las incubacionescon los sinaptosomasnuncafueron superioresa5 minutos.

1 mg de sinaptosomasse resuspendieronen medio Elliots con BSA (0,67 mg

proteína/mí) y se incubaron a 370 durante una hora en un baño con agitacion.

Seguidamente,una alícuotade 1 ml setransfirió a una cubetadel fluorímetroPerkin-

Elmer LS-SO ajustadoa 643 nm de emisión y 680 nm de emisión, que contenía5pM

DiSCz(5) y 1,33mM CI2Ca. Una vez estabilizadala señal, se añadieronlos distintos

ligandossegúnel ensayoa realizar.La despolarizaciónde los sinaptosomascon 4AP

ó KCI se registró como un aumentoen la señal fluorescenteque se expresóen

unidadesarbritariasde fluorescencia.

Los datos se recogieron con intervalos de 1 segundo y los cálculos se

realizaronen una hoja de cálculo, Lotus 123.

51



2.6. Detenninación de la actividad de la proteína quinasa C.

Los sinaptosomasse resuspendieronen medio Elliots con BSA (0,67 mg

proteína/mí)y se incubaronen un baño termostatizadoa 370C con agitación.A los

cinco minutos de incubación se añadió CI
2Ca 1,33mM y un minuto más tarde se

procedió a la adición de los efectores. Se recogieron alicuotas a los tiempos

establecidos(2mg de proteína) y secentrifugarona 12.000 xg durante5 minutos. Se

decantóel sobrenadantey los sedimentosseconservarona -80v.

Parala extracciónde la actividad de la proteínaquinasaC, los sedimentosde

sinaptosomasse resuspendieronen 0,5 mIs de medio de homogenización( 20 mM

Pipes, EDTA [mM, EGTA lmM y (3-mercaptoetanol5 mM, pH=6,6) en presencia

de los inhibidoresde proteasas,leupeptina20 pg/ml, PMSF 1 mM y del detergente

Nonidet P-40 al 0.1 %, que extrae la proteína quinasaC unida a membranas.La

suspensiónde sinaptosomasse agitó vigorosamentey se mantuvo en hielo a 4
t>C

durante30 minutos. A continuaciónlas muestrassediluyeron hasta2 ml con medio

de homogenizaciónsin Nonidet P-40, agitándosede nuevo, y se centrifugarona

[45.000 xg durante30 minutos a 40C. Se recogióel sobrenadanteque se utilizó para

la medidade la actividadde la proteínaquinasaC.

La actividad de la proteína quinasa C se midió determinandoel 321)

incorporadoa partir de [ 32P]ATP en la histonaI-Ii segúnel métododescritopor Díaz-

Guerray cols. (1987). Se ensayaron5 ~xlsde muestraen un volumen final de I7Opls

que conteníaHepes2OmM (pH= 7,5), acetatomagnésico lmM, 13-mercaptoetanol

5mM, histona 5O~¿g, CI
2Ca 0,7mM, 10¡xg de fosfatidílserinay 0,Syg de oleil-

acetilglicerol. La reacción se inició con la adición de [y
32P-ATP] 0,3yCi. La

fosforilación basalsedeterminóen un medio de composiciónsimilar peroen ausencia

de fosfatidilserinay oleil-acetilglicerol que ademásconteníaEGTA 1,77mM en lugar

de CI
2Ca. La reacciónsemantuvodurante20 minutosa 30

0Cy sedetuvoal adicionar

2 ml de ácido tricloroacético al 5% con ácido fosfórico 1.0 mM a 40• La

radioactividadse recogió sobrefiltros de fibra de vidrio GF/C de Whatman,que se

lavaron tres veces con 3 mIs de ácido tricloroacético en una bomba de vacio

Millipore. Finalmente, los filtros se secarondurante10-20 minutos a 100<>C y su

radioactividadsecuantificóen vialescon 2 ml de líquido de centelleo.

La actividadde la PKC seexpresócomo la diferenciaentrela incorporaciónde



32P en presenciay ausenciade lípidos y calcio, definiendocomo unidadde actividad

de PKC como la cantidadde enzimaque incorporaun nmol de fosfato en la histona

H
1 porminuto.

La fosfatidilserina y el oleil-acetilglicerol se disolvieron en una mezcla

cloroformo-metanol(19:1) (vol/vol) y seconservaronen stock a ~200 como solución

madrea la concentraciónde 2mg/ml y 0,8 mg/mí, respectivamente.Para realizarel

ensayo,se tomaronalicuotasy el disolventeseevaporóinsuflandoN2. Los lípidos se

disolvieron en el mediode incubación(exceptohistona) y la disolución se sonicó.

2.7. Efectos del pretratamiento de los sinaptosomascon ésteres de forbol

en la actividad de la proteína quinasa C.

La incubación de los sinaptosomascon altas concentracionesde ésteresde

forbol, produce una rápida disminución de la actividad de la proteína quinasaC,

estimadapor la pérdidade su capacidadparafosforilar el sustratoexógenoHistona H1

(Díaz-Guerray cols. 1.987, Oday cols. [991). Una posibleexplicacióna estapérdida

de actividad es su traslocaciónseguidade la proteolisisde la proteínaquinasaC por

proteasastipo calpainas(Takai y cols. 1977). Por ello, el pretratamientode los

sinaptosomascon ésteresde forbol se ha utilizado para determinarla influenciade la

pérdidade una gran partede la actividadde la proteínaquinasaC, en la capacidadde

los sinaptosomaspara liberar glutamato y así poder estableceren que medida la

proteínaquinasaC estáinvolucradaen el proceso.

Los sinaptosomasde resuspendieronen un medio Elliots con BSA (0,67 mg

proteína/mí)y se incubaronen un bañotermostatizadoa 300 con agitación. A los 5

minutos de la incubaciónse añadióCI2Ca 1,33 mM y un minuto más tarde PMA 1

1~M. Transcurridos 30 minutos, la incubación sedetuvo al colocar los tubos en hielo,

centrifugándoselas muestras a continuacióna 17.000 xg durante 10 minutos. El

sobrenadantese decantóy los sedimentosse conservaronen hielo a 4
0C. En los

experimentoscontrol, se procedió de la misma manera, pero utilizando el ésterde

forbol inactivo 4a-PDD,en lugarde PMA.

A continuación, los sinaptosomasse trataron de acuerdoa dos protocolos

distintos, segúnque se quisieradeterminarla actividad residualde la proteínaquinasa

C ó la capacidadde los sinaptosomaspara liberar glutamato. En el primer caso,se
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procedió a la extracción de la actividad de la proteína quinasa C total con el

detergenteNonidet P-40como sedescribeen el apartadoanteriory seguidamentese

determinóla actividadde la proteínaquinasaC. En el segundocaso, los sinaptosomas

se resuspendieronen medio Eiliots con BSA, pH= 7,4 (0,67 mg proteína/mí). Se

preincubarona 370C durante30 minutos en un baño con agitacióny la suspensiónse

lavó por centrifugacióna 12.000 xg duranteun minuto, resuspendiendoseen medio

Elliots sin BSA. Unaalicuotade 1 ml (0,67 mg proteína/mí)setransfirió a unacubeta

del fluorímetro y se procedióal ensayode liberación anteriormentedescritoen el

apartado2.2. de Métodos.

2.8. Determinaciónde diacliglicerol.

La concentraciónintrasinaptosomalde diacilglicerol se determinó según el

métododescritopor Loomis y cols. (1985)que estábasadoen la producciónde ácido

fosfatídicoa partir del diacilgilcerol presenteen los sinaptosomasen presenciade

IJ’12P1-ATP, segúnla reacción:

DAG-K

Diacilglicerol +[Y32P]ATP > [32P]-AcidoFosfatídico+ ADP

Los sinaptosomasseresuspendieronen medio Elliots sin BSA (0.67mg/ mí) y

se incubarona 370C en un baño termostatizado.A los 2 minutos se añadio Ci
2Ca

1 ,33mM y 1 minuto más tardese añadieron los distintos efectores.Se recogieron

alicuotasde 0,Smlsa los tiempos establecidosy las reaccionesse pararoncon 0,Smls

de una mezcla orgánica de cioroformo/metanol(95:5). Las muestrasse agitaron

fuertementey secongelarona -80
0C. Tras la descongelacióny agitación,las muestras

secentrifugarona 10.000 xg durante1 minuto a 40C, recogiéndosela fase orgánica

(inferior). El solventeorgánicoseevaporóa 700C y el residuo sólido seresuspendió

con 50 ¡tís de medio A (Pipes5OmM, NaCí IOOmM, 13-mercaptoetanol5pM , MgCI

5OmM, Nonidet P-40 1% y fosfatidilserinaO,2mg/ml, pl-l= 6,8), incubándosea

30~’C durante5 minutos. La reacciónse inició con la adición de 50pis de medio B

(ATP 5OpM, diacilglicerol quinasa 1U, [ -3~P] ATP 0,IpCi y 2Opls de medio

A/ensayo). La reaccióncontinuó durante60 minutos a 300C con agitacióny separó

con iCOgís de medio C (PCA 5%, ATP lOmM y H
3P04 lmM). El

3W-ácido

fosfatidico formado se extrajo medianteagitación vigorosa con 0.7mls de mezcla

orgánica cloroformo-metanol,recogiéndosealícuotasde 500pls de la fase orgánica
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(inferior) que conteníala radioactividad. Las muestrasse evaporarona 700C y la

radiactividadse midió con 1 ,Smls de líquido de centelleo.

Paralelamentese preparó una curva patrón desde 0.4 a 1.6pM de

dioctaonilglicerol, procediéndosede la misma manera que con las muestras

problemas. La concentraciónde dioctanoilgiiceroi se expresó en pmoles/mg de

proteína.

2.9. Determinaciónde la actividaddel enzimaláctico deshidrogenasa.

La actividad del enzima láctico deshidrogenasa,LDH se utilizó como un

marcadorde la integridad de los sinaptosomas.En estos ensayosse determinó la

salida de LDH sinaptosomalal medio de incubación,como índice de rotura de los

sinaptosomas.

La medida de la actividad láctico deshidrogenasa,enzima marcadorde la

fracción citosólicase realizó segúnla técnicadescritapor Lai y col. (1976), midiendo

la disminución de la absorbanciaa 340 nm por desapariciónde NADH según la

reaccion:

Piruvato + NADH —> Lactato+ NAD~

1 mg de sinaptosomasse resuspendieronen medio Elliots con BSA (0,67

mg/mi) y se incubaron a 370 durante una hora en un baño con agitacion.

Seguidamente,la suspensiónse recogióy secentrifugóa 12.000xg duranteun minuto

y seresuspendióen un medio Elliots sin BSA y seañadieronel ácidoaraquidónicoa

las concentracionesindicadas.Una alícuotade SOjAs de estasuspensiónsetransfirió a

una cubetaque conteníatampónfosfato potásico5OmM pH=7,4 añadiéndoseNADH

0,2mM, Triton X-I00 al 0.5% e iniciándosela reaccióncon la adición de piruvato

1 mM. En el espectrofotómetroseregistró la disminuciónde la absorbanciaen función

del tiempo y la actividad enzimáticase expresó como % de la actividad total

determinadaen presenciade Tritón X-100 al 0.5%, considerandoun coeficiente de

extinción (6) parael NADH de 6,22 I0~ M’ cmí.
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2.10. Determinación de los nucleótidos de ATP y ADP.

Los sinaptosomas,en presenciade sustratosoxidablescomo la glucosao el

piruvato, mantienen un elevado índice de ATP/ADP en condiciones aeróbicas

(Kauppineny Nicholis 1986), por ello, el contenidosinaptosomalde ATP y ADP se

utilizó como un marcadorde la integridadmetabólicade los sinaptosornasdurantelas

incubacionesen presencia de ácidos grasos. Los niveles de ATP y ADP se

determinaronsegúnel métododescritopor Kauppineny cols. (1986) que está basado

en la siguientereaccióncatalizadapor la luciferasa:

luciferasa

ATP+ Luciferina+ 02—> Oxiluciferasa+AMP+ PPi+ C02+ luz

Al añadir una alicuota de la suspensiónde sinaptosomasa una mezclade

luciferasa-luciferinasedesarrollauna luminiscenciacuya intensidadesproporcionala

la concentraciónde ATP. La luminiscencia se midió con un luminómetro LKB

modelo 1250.

1 mg de sinaptosomasse resuspendieronen medio Eliiots con BSA (O,67mg

proteína/mi)y se incubaronduranteunahoraa 37
0C. A continuaciónsecentrifugaron

a 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg proteína/mí)en medio

Elliots sin BSA. A unaalícuotade lOOpls de la suspensiónseañadieronlOOpis de una

mezclade HCiO
4 LM y EDTA SOmM para precipitar proteínas. Las muestrasse

mantuvieron un minuto en hielo y a continuaciónse centrifugarona 12.000 xg

duranteun minuto. Se recogió el sobrenadantey se neutralizócon una mezclade

KOH 3M y TEA 1,5M durante 2 minutos a 4
0C. Seguidamente,se centrifugó a

12.000 xg duranteun minuto, recogiéndoseel sobrenadanteparael ensayode ATP.

El ensayode ATP se realizó en tubos de luminómetro 2 174-086de LKB, en

los que sepreincubaronS7pls de luciferasaa 250C durante5 minutos con 143p1sde

un tampónformadopor TRIS IOOmM, EDTA 2mM, MgCI=SmM, dithiotreitol 6mM

y KCI 2mM, pH=7,5. Los tubos se introdujeron en el luminómetroobteniéndosela

luminiscenciabasal. A continuaciónse adicionó i0pis de la muestray se observóun

incrementoen la luminiscenciaproporcionala la cantidadde ATP en la muestra.
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Con estatécnica,tambiénse determinóla concentraciónde ADP acoplandola

reacciónsiguiente:

Fosfoenoipiruvato+ ADP —> Piruvato+ ATP

Para la determinacióndel contenido de ADP, en los mismos tubos donde se

realizó el ensayode ATP seañadiófosfoenoipiruvato2mM y 2 unidadesde piruvato

kinasa, manteniéndose10 minutos en oscuridadpara el desarrollode la reacción. El

incremento de la luminiscenciaobservadosobre la lectura anterior a la que se

dererminó el ATP, correspondea la cantidad de ADP existente en la muestra.

Finalmente,en cadatubo se añadióun patrón internode 20 pmolesde ATP con el fin

de realizarlos cálculosde contenidode ATP y ADP que seexpresaroncomo pmoles

de nucleótido/mgde proteína.

2.11. Determinacióndeproteínas.

La determinaciónde proteínasse realizó segúnel método Biuret (Gornalí y

cois. 1947), utilizando como proteína patrón albúmina de suero bovino a una

concentraciónde 10 mg/mi. La determinaciónserealizósegúnel siguienteesquema:

tubo 1

(blanco)

tubo 2

(patrón)

tubo 3

(sinap.)

Tritón 10% (pl) 200 200 200

Agua (pl) 600 600 600

Biuret (pl) 1200 1200 1200

BSA (pl) 80

Sinap. (pi) 80

Los tubos se agitaron e inmediatamentese midió la absorbanciaen un

espectrofotómetroa una longitud de onda de 550 nm. La concentraciónde proteínas

de la muestraproblemaseexpresóen mg/ml.
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RESULTADOS

58



1. Parámetrosde la liberación de glutamato en terminacionessinápticas de

cortezacerebral.

Como ya se ha señaladoen la Introducción, la liberación del glutamato

almacenadoen las vesículassinápticascomienzacon la elevaciónen la concentración

citoplásmica de Ca> que tiene lugar tras la despolarización de la membrana

plasmáticay la apertura de los canales de Ca> dependientesde voltaje. Por el

contrario, la liberación de glutamatocitoplásmicoestá mediadapor la reversióndel

transportadorde glutamato dependientede Na~ y K~ de la membranaplasmática.

Esta liberación de glutamato citoplásmico se pone de manifiesto en las

despolarizacionesprolongadas de la membranaplasmática. pero es un proceso

independientede Ca>. Los sinaptosomas,al carecerde su unión con el axón, no

puedenrecibir la señaldespolarizante,y por tanto la liberacióndel neurotransmisor,

hay que inducirlacon diversosmétodosbioquímicos,comosonuna alta concentración

de CIK <5 veratridina,que producenuna despolarizaciónpermanente(Nicholís y Shira

1986. Sánchez-Prietoy cols. 1987 a) o con el bloqueantede canales de Kt 4-

aminopiridinaque causadespolarizacionestransitorias(Tibbs y cols. 1989 a). La tabla

1, muestralos parámetrosde la liberación de glutamatoen sinaptosomasde corteza

cerebralobtenidoscon estos tresagentesdespolarizantes.La liberacióndependientede

Ca> inducidapor 4-aminopiridina lmM y CIK 3OmM fue de 3.10 + 0.18 y 3.27 +

0.25 nmoles¡mgde proteína,respectivamentey representaaproximadamenteun 15%

del total de glutamato que se libera tras la rotura de los sinaptosomascon tritón X-

tOO: mientrasque la liberación de glutamato dependientede Ca> inducida por el

activador de canalesde Na~ fue ligeramenteinferior con valores de 2.40 ±0.27

nmoles/rngde proteína.

El carácter electrogénicodel transportadorde glutamato de la membrana

plasmáticaconileva, en condicionesdespolarizantes,la reversiónde dicho transportey

la liberación de glutamato citoplásmico. Esta vía de salida del aminoácido es

independientede Ca>, es decir, se observaen ausenciade Ca> en el medio

extracelularo en presenciade una concentraciónde Ca> extracelularde 200nM,

como la utilizada en condiciones experimentales. La liberación de glutamato

independientede Ca> con veratridinafue mayor que con CIK y éstaa su vez mayor

que con 4-aminopiridina. Estos resultadospodríanexplicarseporque en el caso de

veratridina hay reducción permanentetanto del componenteeléctrico como químico

del gradienteelectroquímicode Na4. El mayor efectode CIK en comparacióncon 4-



aminopiridina se explicaría por la despolarizaciónpermanentede CIK frente a la

despolarizacióntransitoriadel bloqueantede canalesde K~. 4-aminopiridina.

Liberación

Dependientede Ca>

de Glutamato(nmol/m2)

Total

1.01

Independientede Ca>

4-AP lmM 3.10 ±0.18 0.69 + 0.27 21.56 +

KCI 3OmM 3.27 + 0.25 1.50 + 0.32 22.01 + 1.05

Ver. 300gM 2.40 + 0.27 2.00 ±0.25 ND

Tabla 1. Parámetrosde La liberaciónde Glutamato en sinaptosomasde corteza cerebral de rata.
Los sinaprosomaspurificadospor RicoH (0.67mg/ml)se preincubarona 370 duranteunahoraen medio
Elliots con BSA (lmg/ml). A continuación ¡ml de esta suspensiónse transfirió a una cubeta de
fluorírnetro que conteníaNAOP lmM y 50 U de gluraniatodeshidrogenasay la liberaciónde gluraniaro
se analizócomo se describeen Material y Métodos. La secreciónse inició por despolarizaciónde los
sínaptosornascon 4-a¡ninopiridinalmM, CIK 3OmM ó veratridina IGOMM y se determinódurantecinco
minutos. La liberación de glutaniato dependientede Ca> se calculé como la diferencia entre la
secreciónobtenidaen presenciade CI2Ca l,33mM y la obsen’adaen el medio de incubaciónen que se
mamuvo la ICa

2±llibre a 200nM. y que se denominéliberaciónindependientede Ca>. El contenido
total de glutamatose determinóen presenciadel detergentetritón X-I00 al 0,4 %. Los resultadosson la
media ± SRM de al menos,cinco experimentosindependientes.ND. no determinado.

2. La activaciónde la proteínaquinasaC aumentala liberaciónde glutamato.

Numerososestudiosbioquímicose inmunocitoquimicoshandemostradopor un

lado la presenciade proteínaquinasaC en las terminacionessinápticas(Girard y cols.

1985) y por otro, se ha observadoque la activaciónde estaquinasapor los ésteresde

forbol potencia la liberación dependientede Ca> de una gran variedad de

neurotransmisores(Nichois y cols. 1987, Lynch y Bliss 1986. Tanakay cols. 1986).

La figura 2 demuestraque la activación de la proteínaquinasaC presinápticatambién

aumentala liberaciónde glutamato. Así, la adicióndel ésterde forbol 48-PDBu 1pM.

incrementasustancialmentela liberaciónde glutamato inducidapor una concentración

submáximade 5OpM de 4-aminopiridina, en un medio con CI
2Ca 1,33mM (figura

2A). Esteefectopotenciadorde los ésteresde forbol esestereoespecíficoya que no se

observacon el ésterde forbol inactivo 4a-PDD(figura 2C). Por el contrario, cuando



los sinaptosomasse sometena una despolarizaciónpermanentecon CIK IOmM, se

observasólo un ligero incrementoen la liberaciónde glutamato(figura 2B).
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Figura 2. Los ésteres de forbol potencian la liberación de glutaniato dependiente de Ca2~ inducida
por 4-aminopiridina sin afectar la liberación inducida por KCI. Los sinaptosomaspurificados por
Ficolí (0.ó7mgInxl) se preincubarona 370Cduranteunahoraen medio Elliots con BSA (Img/ml). A
continuación. ¡ml de estasuspensiónse utilizó para determinarla liberaciénde glutaniatoen presencia
de CI

2Ca t,33niM (A,B y C) y en medio de incubaciónen que se mantuvo la [Ca
2~le,ctLibre a 200nM

(D). Los ésteresde forbol, 413-PDHu y 4a-PDDse añadieron30 s antesde la despolarizaciónde los
sinaptosoníascon 4-aníinopiridina(5OgM) o con KG (lOmM). Los resultadosson la mediade tres
preparacionesde sinaptosomas.
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El efecto potenciador de la activación de la proteína quinasa C es

mayoritariamentesobre la liberación dependientede Ca2~, ya que cuando el

experimento mostrado en la figura 2A, se repite pero en presencia de una

concentraciónextracelular de Ca> libre de 200nM, se observa sólo un efecto

marginal de los ésteresde forbol sobrela liberacióncitoplásmicade glutamato(figura

2D).

La liberaciónde glutamatodependientede Ca> esdisparadapor un aumento

transitorio de la [Ca>]
011tras la despolarizaciónde la membranaplasmáticay apertura

de los canales de Ca
2~ dependientesde voltaje. El objetivo de los siguientes

experimentosfue distinguir si el incrementoen la liberación de glutamato inducido

por los ésteresde forbol eradebidoa un aumentode la sensibilidadde la exocitosisal

Ca>. o si por el contrario, era causadopor una alteración de la elevaciónde la

concentracióncitoplásmicade Ca2~ intrasinaptosomalinducidapor la despolarización

de la membranaplasmática por 4-aminopiridina. La figura 3A muestra que la

elevaciónde [Ca2~]~
11inducidapor 4-aminopiridina5OpM es de 42.10 ±2.5 nM y

que la adición de 4B-PDBu incrementala elevaciónen la [Ca
2~Icitinducida por 4

aminopiridinaen un 200% comoseobservaen la figura 38. Estos resultadosindican

que la activación de la proteína quinasa C por los ésteres de forbol aumenta

considerablementela liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina por un

incrementoen la entradade Ca2~ a través de los canalesde Ca> dependientesde

voltaje. Ahora bien, esteaumentoen la elevaciónde la [Ca2~Icitpuedeserdebidoa un

efecto directo de la proteínaquinasaC en los canalesde Ca> o bien, a una mayor

duraciónde los potencialesde acción iniciadospor 4-aminopiridina, lo que tambiénse

traduciríaen una mayorentradade Ca>, ya que los canalesde Ca> acopladosa la

liberaciónde glutamatono experimentaninactivaciónpor despolarización(McMahon

y Nicholls 1990). Paradistinguir entreestasdos posibilidades,seestimó el potencial

de membranacon el indicador fluorescenteDisC
2(5). La figura 3C muestra la

despolarización inducida por 4-aminopiridina 5OpM en sinaptosomascontrol.

observándoseen la figura 3D que el éster de forbol, 4B-PDBu aumentade forma

sustancialla despolarizacionde los sinaptosomasinducidapor 4-aminopiridina. Estos

resultadossugierenque el incrementoen la liberación de glutamatodependientede

Ca
2~observado,tras la activaciónde la proteínaquinasaC con los ésteresde forbol.

esconsecuenciade un incrementoen la despolarizacióninducida por 4-aminopiridina

y que podríaestarmediadapor un alargamientoo un incrementoen la frecuenciade

los potencialesde acción inducidospor 4-aminopiridina, lo que a su vez conduciríaa
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una mayorentradade Ca> a travésde los canalesde Ca> dependientesde voltaje y a

un incrementoen la liberaciónde glutamato.
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Figura 3. 48-PDBu incrementa la elevación de la concentración citosólica de Ca2 + libre y la
despolarización inducidos por 4-aminopiridina. En los experimentos en los que se determiné la
concentraciónintrasinaptosomalde Ca> libre (A y B). los sinaptosomaspurificados por Ficolí
(Zmg/ml) se resuspendieronen un medio de incubaciónElliots con ESA (lmg/rnl) y se preincubaron
con Fura 2-AM 5gM y CI

1Ca t,33mM durante30 minutos.A continuaciónse centrifugarona 12.000
xg duranteun nhinuto y se resuspendieron(0,67mg/ml) en un medio Elliots con ESA ([mg/mí) y se
añadióCI2Ca l,33mM. La concentraciónintrasinaptosomalde Ca> libre se estimé segúnse describe
en Material y Métodos. En los experimentosen los que se estiméel potencialde membrana(C y O).
los sinaptosomaspurificadospor Ficolí (0.67mgIml) se incubaronen medio Elliots en presenciade
ESA (lmg/nil) duranteuna hora a 37”. Una alícuota de ¡ml de esta suspensiónse utilizó para
determinarel potencialde membranaen presenciade DisC2(5) 5/xM y CI2Ca 1 .33mM. El éster de
forbol, 411-PDHu (1KM) se añadió 30 s antes de la despolarizaciónde ¡os sinaprosomascon 4-
aminopiridina, lmM. Los resultadosque se muestransonla mediade tresexperimentosindependientes.
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3. Influenciade la albúminade suerobovino, BSA, en las accionesde los ácidos

grasosendógenosy exógenossobrela liberaciónde glutamato.

En los últimos años se ha demostradoque los ácidosgrasospoli-insaturados,

principalmenteel ácido araquidónicoy varios metabolitosformadosa partir de la vía

lipooxigenasa.constituyen una nueva clase de segundosmensajerosque podrían

modular la liberación de diversosneurotransmisores(Piomelli y Greengard,1990).

Ahora bien, los efectosde los ácidos grasosen la liberación de neurotrasmisoresno

estánbien establecidas.Por un lado, se ha observadoque el ácido araquidónico

incrementa la liberación de glutamato inducida por altas concentracionesde CIK

(Lynch y Voss 1990, Freemany cols. 1991), mientrasque en otraspublicacionesse

señalaque el ácido araquidónico y los metabolitosde éste, inhiben la liberación tanto

de glutamato (Freemany cols. 1990) como de otros neurotransmisores(Piomelli y

cols. 1987 a, Ehrengrubery Zahler 1991). Por tanto, nos planteamosestudiarel

papel de los ácidos grasosen la liberación de glutamato en los sinaptosomasde

cortezacerebral.

En nuestrogrupo de investigaciónlos ensayosde liberación de giutamato se

han realizadode una manerasistemáticaen un medio de incubación en el que está

presentela albúminade suerobovino (BSA>, a una concentraciónde Img/ml. Esta

proteínatiene la capacidadde unirsea los ácidosgrasosque se formanpor hidrólisis

de los lípidos de Ja membrana durante la incubación de los sinaptosomas,

reduciéndosede estamanerasu contenidoen forma libre (Rhoadsy cols 1983). Por

tanto, el primer planteamientoque nos hicimos fue estudiarlos efectosde la presencia

de BSA en la liberación de glutamatopara lo cual, los sinaptosomasse incubaronen

ausenciay en presenciade distintas concentracionesde BSA como se muestraen la

figura 4.

La liberación de glutamato inducidapor4-aminopiridinalmM en presenciade

CI2Ca 1 ,33mM disminuye a medida que se reducela concentraciónde BSA en el

medio de incubacióncon valores de 4.05 + 0.12, 3.08 ±0.10 y 2.25 + 0.08

nmoles/mgde proteínasegún la concentraciónde BSA es de 1, 0.1 ó O mg/mi,

respectivamente,figuras 4A, B y C. La adición de ácido araquidónicoexógenoa

concentracionessuperioresa la capacidadde unión de ácidos grasos libres de la

albúminade suerobovino también reducela liberaciónde glutamato inducidapor 4-

aminopiridina lmM, aunquela magnitudde esta reduccióndependede la presenciao
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Figura 4. Los ácidos grasos endógenos y el ácido araquidónico exógeno inhiben la liberación de
glutamato inducida por 4-andnopiridina.Los sinaptosomaspurificadospor Ficolí (0,67mg/ml) se
resuspendieronen medio Etliots con las concentracionesde ESA indicadasy se incubaronduranteuna
hora a 37”C. A continuación, [ml de estasuspensiónse utilizaron para determinarla liberaciónde
glutamatoenpresenciade CI2Ca l,33mM (A,B y C) y en medio de incubaciónen el quesemantuvo la
[Ca

2~lextlibre en 200nM (O. E y F). En A. B y C, el ácidoaraquidónico(AA) se añadió60 s antesde
la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina(¡mM>. O, E y E muestranlos efectosdel
ácidoaraquidónico,en la liberaciónbasalde glutamatoen sinaptosomaspolarizados.Los resultadosque
semuestransonla mediade tresexperimentosindependientes.
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no de USA en el medio de incubación,es decir,de que existao no una inhibición

previapor los ácidosgrasosendógenos(figuras 4A, U y C). Las accionesinhibidoras

tanto de los ácidosgrasosendógenoscomo del ácido araquidónicoexógenotienen

lugar sobre el componentedependientede Ca> porque en un medio con una

concentraciónde Ca> libre de 200nM, ni los ácidos grasos endógenosni las

concentracionesde ácido araquidónicoque reducenla liberación total de glutamato.

afectanla liberaciónbasalde glutamatoque se observaen sinaptosomaspolarizados,

figuras 4D, E y E. Ahora bien, concentracionessuperioresde ácido araquidónico

provocanla salida de glutamatocitoplásmico,debidoa un efectodetergentesobrelos

sínaptosomascomo se discutirá más adelante. Estos resultados indican, al mismo

tiempo. que para las distintas concentracionesde USA existe un estrechomargende

concentracionesde ácido araquidónico para producir, bien una inhibición de la

liberaciónde glutamato,bien un efectodetergente.

A diferencia de la sensibilidada la albúmina de suero bovino, USA de la

liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridinaque acabamosde describir, la

liberaciónde glutamato inducidaporCIK no sevió afectadacuandose eliminó el USA

del medio de incubación, figuras SA y U. Estos resultadossugierenque la acción

inhibitoria de los ácidosgrasosestárelacionadacon el mecanismode despolarización

utilizado.

Puesto que el efecto inhibidor de los ácidos grasos en la liberación de

glutamato es sobre el componentedependientede Ca>, el siguiente objetivo fue

estudiarsi los ácidos grasosendógenospodíanalterar la elevación de la ICa2~I~ú

inducida por 4-aminopiridina. Las figuras 6A y C muestranque las elevacionesde la

[Ca2~]~~~inducidaspor 4-aminopiridinalmM y KCI 3OmM con USA ~mg¡ml fueron

de 110.20 + 5.2 y 95.4 ±6.34 nM, respectivamente.Sin embargo,la incubaciónde

los sinaptosomasen un medio sin BSA, produceunareducciónde la [Ca2~Iciinducida

por 4-aminopiridinade un 65% sin afectara la e’levación en la ICa2~1~~
1inducida por

CIK. Por tanto, la inhibición por los ácidosgrasosendógenosde la liberación de

glutamatoestámediadapor una reducciónen la elevaciónde [Ca
2~]~~~inducidapor la

despolarizacióncon 4-aminopiridina.

En conjunto, estos resultadossugieren,por un lado que la presenciade la

albúminade suerobovino, USA, en el medio de incubaciónes necesariaparaestudiar

el efectomodulatoriode los ácidosgrasosen la liberaciónde glutamato con el fin de
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Figura 5. Los ácidos grasos endógenos no afectan a la liberación de glutamato inducida por KCI
3OmM. Los sinaptosomaspurificadospor RicoH (0,67mg/ml) se preincubarona 37”C duranteuna
horaen medio Elliots en presenciade [mg/ml de ESA (A) o en ausenciade BSA (E). A continuación
Imí de estassuspensionesse utilizaron para determinar la liberación de glutarnato en presenciade
CI’Ca 1,33 mM tras la despolarizaciónde los sinaptosomascon KCI 30 mM. Los resultadosson la
mediade tresexperimentosindependientes.

prevenirla acciónde los ácidosgrasosendógenosliberadosdurantela incubaciónde

los sinaptosomas,y en segundolugar, que los ácidosgrasosinhiben selectivamentela

liberaciónde glutamatodependientede Ca> inducidapor 4-aminopiridinasin afectar

la estimuladaporCIK.

Los experimentosde la figura 4 sugierenque los ácidos grasosendógenos

liberadosdurantela incubaciónde los sinaptosomasinhiben la liberaciónde glutamato

inducida por 4-aminopiridina. Los ácidos grasosmayoritarios de los lípidos de las

membranassinápticasson los ácidos palmítico, esteárico, oleico y araquidónico

(Rhoads y cols. 1983). Así pues, con el objeto de averiguar qué ácidos grasos

endógenosson los responsablesde la acción inhibidora, estudiamosel efecto de

diferentes ácidos grasosque fueron añadidosa concentracionesconocidas.Ahora

bien, con el fin de impedir las accionesde los ácidosgrasosendógenos,que podrían

enmascararla acción de los ácidos grasos exógenos,diseñamosun protocolo de

BSA (lmg/mIJ No OSA
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Figura 6. Efecto de los acidos grasos endógenos en el incremento de la concentración citosólica de
Ca2~ libre inducidapor 4-aniinopiridinalmM y por KCI 3OmM. Los sinaptosomaspurificadospor
Ficoil (2mg/ml) se resuspendieronen medio de incubaciónElliots en presenciade ESA (lmg/ml) <A y
C) y enausenciade BSA (E y O) y se preincubaroncon Pura2-AM 5pM y CI2Ca 1,33mM durante30
minutos. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0,67mg/mi)en medio de incubaciónElliots conlas concentracionesde ESA antesindicadas.Imí de las
suspensionesse utilizaron para determinar la [Ca2~Jcit libre en presenciade CI

2Ca l,33mM. Los
sinaptosomasse despolarizaroncon4-aniinopiridinalmM ó con KCI 3OmM. La lCa

2~lcit se determinó
según se describe en Material y Métodos. Los resultadosson la media de tres experimentos
independientes.

incubaciónde los sinaptosomasen presenciade BSA lmg/ml, seguidodel lavadopor

centrifugacióny resuspensiónen medio Elliots sin USA. Este protocolose ha seguido

en todos los experimentosen que se ha estudiadolos efectosde los ácidos grasos

exógenossobrelos distintosparámetrossinaptosomales.
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En la tabla 2, se muestraque todos los ácidosgrasosen mayor o en menor

medida, inhiben la liberación de glutamato dependientede Ca> inducida por 4-

aminopiridina, sin modificar de manera significativa la liberación de glutamato

independientede Ca2~. El ácido graso que presentómayor efecto inhibidor fue el

ácido araquidónicoseguido de los ácidos oleico y palmítico con una inhibición

aproximadadel 60%, 50% y 40%, respectivamente.

Liberaciónde Glutamato(nmol/m2)

DeDendientede Ca> Independientede Ca>

Control 2.86 + 0.22 1.09 + 0.10

A. Araquidónico 1.23 + 0.10 1.07 + 0.12

A. Araquidico 2.40 + 0.31 1.12 + 0.13

A. Caprílico 2.41 + 0.26 1.09 + 0.07

A. Elaídico 2.21 + 0.23 1.10 + 0.12

A. Esteárico 2.08 + 0.30 1.11 + 0.09

A. Linoleico 2.10 ±0.23 1.10 + 0.11

A. Mirístico 2.06 + 0.26 1.13 + 0.08

A. Oleico 1.57 + 0.24 1.10 + 0.11

A. Palmítico 1.87 + 0.22 1.12 + 0.08

Tabla 2. Efecto de diferentes ácidos grasos en la liberación de glutamatn dependiente e
independientede Ca> inducidas por 4-a¡ninopiridina. Los sinaptosomaspurificados por Ficolí
(0,67mg/nil) se preincubaronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) a 37”C durante 1 hora. A
continuaciónse centrifugarona 12.000 xg y se resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA.
[ml de estasuspensiónse utilizó paradeterminarla liberaciónde glutainato. La liberación dependiente
de Ca> se estimó como la diferenciaentre la secreciónobtenidaen los 5 minutos siguientesa la
despolarizaciónen presenciade CI

2Ca 1.33 mM y la observadaen un medio de incubaciónen que se
mantuvo la lCa

2±lexrlibre a 200 nM, denominándoseesta última. liberaciónindependientede Ca>,
Los ácidos grasos(5pM) se añadieron60 s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomaspor 4-
inninopiridina. lmM. Los resultadossonla media±SEM detresexperimentosindependientes.
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4. Caracterizaciónde la inhibición de la liberaciónde glutamatodependientede

Ca2~,por ácidoaraquidónico.

4.1. Curvaconcentración-respuesta.

Los experimentos que se describena continuaciónse realizaron con ácido

araquidónicopor su mayor efecto inhibidor sobrela liberaciónde glutamato.

La figura 7 muestrael efecto inhibidor de distintas concentracionesde ácido

araquidónico(0.l-IOMM) en la liberaciónde glutamatodependientede Ca> inducida

por 4-aminopiridina. La máxima acción inhibidora, entre el 50-60% se observócon

concentracionesentre l-lOgM de ácido araquidónico.Por ello, los experimentosen

los que seanalizó el mecanismode la acción inhibidora seutilizaron concentraciones

de esterango. Es importanteseñalarque siguiendoesteprotocolode incubacionesen

presenciade USA, lavado e incubaciónposterioren ausenciade USA, concentraciones

superiores 30-5OgM tienen un efecto detergente, afectando a la liberación

citoplásrnicade glutamatocomoseveráen el apartadosiguiente.

4.2. Efecto detergentede concentracionesaltasde ácido araquidénicoen

los sinaptosomas.

Los experimentosrealizadosen presenciade una concentraciónlibre de Ca>

de 200nM, han demostradoque concentracioneselevadas de ácido araquidónico

incrementan la liberación de glutamato citoplásmico, tanto en sinaptosomas

polarizadoscomo en sinaptosomasdespolarizadoscon 4-aminopiridinaó CIK (datos

no mostrados).Puestoque estosefectospodríanser debidosa un posibleefectode las

altas concentracionesde ácido araquidónicosobre la integridad de la preparación

sinaptosomal, quisimos comprobar esta posibilidad determinando una serie de

parámetroscomo la liberación basal de glutamato, la aparición de actividad del

enzima láctico deshidrogenasa(LDH) en el medio de incubación o la pérdida del

indicadorde Ca> fura 2-AM acumuladoen los sinaptosomas.

En las figuras SA y U, se pone de manifiestoque el ácido araquidónicoa la

concentración IOgM (b) no modifica la liberación basal de glutamatocitoplásmico. ni

provoca la apárición de actividad LDH sinaptosomalen el medio de incubación en

comparacióncon los sinaptosomascontrol (a) que han sido tratadosde la misma
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de la inhibición de la liberación de glutaniato dependiente de
Ca2~ inducidapor 4-aniinopiridinapor ácidoaraquidónico.Los sinaptosomaspurificadospor ticolí
(0,67zng/rnl)se resuspendieronen medio Elliots con BSA (lmg/ml) y se incubaronduranteunahoraa
370C. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0.67mg/nil) en medio Elliots sin BSA. Imí de estasuspensiónse utilizó paradeterminarla liberación
de glutarnato. La liberacióndeglnzmna¡odependientede Ca> se determinécomo la diferenciaentrela
secreciónobtenidadurante5 minutosde despolarizaciónen presenciade CI

2Ca 1 .33mM y la observada
en medio de incubacién en el que se mantuvo la lCaZ#lext Libre a 200nM. Las diferentes
concentracionesde ácido araquidónico(AA) se añadieron 60 s antes de Ja despolarizaciónde los
sinaptosornascon 4-aninopiridina lmM. La liberaciónde glutamato control (100%) se corresponde
3.15 ±timolesglutamato/mgdeproteína.Los resultadossonla mediade tresexperimentosdiferentes.

manerapero en ausenciade ácido araquidónico. Sin embargo, la adición a los

sinaptosomasde ácido araquidónico50$M (c) conílevaun aumentoen la salida de

glutamatocitosólico, que estáasociadoa la apariciónde hastaun 30% de la actividad

total de la LDH sinaptosomalen el mediode incubación.

El efecto de altasconcentracionesde ácidoaraquidónicosobrela integridadde

la preparaciónsinaptosomalse pone también de manifiesto en los ensayoscon el

indicador fluorescentede Ca
2~, fura 2-AM. La figura 8C (a) muestraun ensayotípico

con fura-2 donde se puede observar que la adición de Ca> 1 ,33mM a los

sínaptosomas produceun ligero aumentoen la señal fluorescenteconsecuencia,

seguramente,de [a acumulaciónde Ca2~ en los sinaptosomas.A continuación,la

señal se estabiliza y !a adición de 4-aminopiridina ImM seguida de CIK 3OmM

71



‘6
o
E
.5
E
c

o
u
E
u

&
e

c
‘o
o
a
e
.0
-J

.0
A-u

te

c

u
u
c
eu
t4
eA-o

u-

e
-so >.

a

a-
-40 o.

r.
o
s

-30

3
-20 •

o
o.

10 •
ao.
a

-0 a

Tiempo (200s/div)

Figura 8. Efecto de una elevada concentración de ácido araquidónico sobre la liberación
citoplásnilca de glutamato, la liberación de láctico deshidrogenasa y la concentración citosólica de
[Ca2~]. En los experimentosen los que se determinó la liberación basal de glutainato (A). los
sinaptosomaspurificadospor Ficoil (0,67mg/ml)sepreincubaronenmedio Elliots conBSA (lmg/ml) a
37”C duranteunahora. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg y se resuspendieron(0,67mg/rnl)
en medio Elliots sin ESA y la liberaciónde glutamatose determinóenmedio conCI

2Ca l,33mM, en
ausencia(a) y en presenciade ácido araquidónico2pM (b) y 5OgM (c). En la determinaciónde la
actividad de láctico deshidrogenasa(E), los sinaptosomaspurificadospor Ficolí se trataron como se
indicó anteriormentey una alícuota de SOpís se utilizó para determinar la actividad enziniáticaen
ausencia(a) y en presenciade ácido araquidónico,2pM (b) y 5OpM (c). La actividad de LDH se
expresócomo % de la actividadtotal determinadaen presenciadel detergentetritón X-l00 al 0,5%.
Parala determinaciónde la [Ca

2~l
0~1libre (C) los sinaptosomaspurificadospor Ficolí (2níg/ml) se

resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaroncon Fura 2-AM 5pM y CI2Ca
1 ,33mM durante30 minutos. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se
resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots sin BSA y se añadió CI2Ca 1 .33mM, calculándosela

lCa
2~bit libre como se describeen Material y Métodos.Los resultadosque se muestranson la media

de tresexperimentosdiferentes.
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produce sendos incrementosen la señal como consecuenciade la despolarización

inducidapor estosagentes.La adición subsiguientede Tris-ECTA produceuna caída

instantaneade la señal fluorescente que es debida a la quelación del Ca>

extrasinaptosomaly que nosotros tenemoscomo indice de fura extrasinaptosomal,

seguidade una caída más lenta debida posiblementea la salida de Ca> de los

sinaptosomas.En los experimentoscon ácidoaraquidónico2MM que semuestranen la

figura 8C (b) no se observaningún efectoen la señal fluorescentesalvo una reducción

en el incremento inducido por la despolarizaciónde los sinaptosomaspor 4-

aminopiridina.Sin embargo,concentracionesmáselevadasde esteácidograso5OgM,

figura 8C (c) provocan un aumentoprogresivo en la señal fluorescentecon pérdida

total o parcial de la respuestaa las adiciones de 4-aminopiridina y CIK,

respectivamente.Además, la adición de Tris/EGTA produceahora una caída de la

señal fluorescente tres veces mayor a la encontradaen los experimentosa y b

indicativa de una mayorpresenciade fura-2 extrasinaptosomalcomoconsecuenciade

la pérdidade integridadde los sinaptosomas.

A la vista de estos resultados se puede concluir que deben emplearse

concentracionesde ácidoaraquidónicono superioresa [OMMparaevitar alteraciones

de la integridadde la preparaciónsinaptosomaly que puededificultar la intepretación

correctade los resultados.

4.3. Mecanismode la inhibición por el ácidoaraquidónicode la liberación

de glutarnato.

La figura 9 muestra, que al igual que en el caso de los ácidos grasos

endógenos,el ácido araquidónicoexógeno(5MM) inhibe la liberación de glutamato

cuandolos sinaptosomassedespolarizancon 4-aminopiridina(figura 9k), sin afectar

la liberacióniniciadapor la despolarizacióncon CIK 3OmM (figura 9B). En estecaso

además,el ácido araquidónicotampocoaltera la liberación inducidapor la activación

permanentede los canalesde Na~, con veratridina(figura 9C). Hay que señalar,que

en presenciade veratridina se produce una disminución rápida de la concentración

intrasinaptosomalde ATP, por estimulaciónde la bombade Na~ comoconsecuencia

del aumentoen la concentraciónde Na~ citoplásmico(MeMahon y Nicholís, 1990).

Puestoque estadisminuciónde la concentraciónde ATP podría inhibir la exocitosis

de glutamatoque tiene una fuerte dependenciade energía (Sánchez-Prietoy cols.
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Figura 9. El ácido araquidóníco inhibe la liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina
sin afectar a la secreción de glutamato inducida por KCI y por veratridina. Los sinaptosomas
purificados por Ficolí (0,67mg/ml) se resuspendieronen medio Elliots con BSA (lmg/mi) y se
incubarona 37” duranteunahora. A continuaciónse centrifugarona 12.000xg duranteun minuto y se
resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots sin BSA. lml de esta suspensiónse utilizó para
determinarla liberaciónde glutamatoenpresenciade CízCa I,33mM. El ácidoaraquidónicoAA (5pM)
se añadió60 s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aniinopiridinalmM (A), KCI 30
mM (B) ó con veratridina 100 gM en este último caso, en presenciade 300 gM ouabaina(C). Los
resultadosquese muestransonla mediade tres preparacionesde sinaptosomas.
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1987 a), en los experimentosde veratridina, se añadióel inhibidor de la bombade

Na~, ouabaina.paraprevenirunaposibledeplecciónenergética.

La liberaciónde glutamatovesicularpor exocitosis requiereel mantenimiento

de un cociente ATP/ADP intrasinaptosomalalto. Así, se ha desmostradoque el

tratamiento con inhibidores metabólicos que reducen la concentración

intrasinaptosomalde ATP, reducenparcial o totalmente, si la caída energéticaes

severa,la liberaciónde glutamatodependientede Ca> (Sánchez-Prietoy cols. 1987

a, Sánchez-Prietoy González 1988). Así mismo, hay que señalarque los ácidos

grasos insaturadosdesacoplanla fosforilación oxidativa mitocondrial. reduciendolos

niveles de ATP. Una reducción de los niveles de ATP, no pareceser la causade la

inhibición por el ácido araquidónicode la liberación de glutamato,ya que este efecto

inhibidor solo se observacon 4-aminopiridina pero no con CIK ó veratridina. No

obstante, para descartar esta posibilidad, se determinaron los niveles

intrasinaptosomalesde ATP y ADP en presenciade esteácido graso. En la tabla 3 se

muestraque efectivamenteel ácidoaraquidónicoa la concentraciónde 10pM no altera

los niveles de ATP intrasinaptosomales,ahora bien, concentracionesmás elevadas,

3OgM, produce una caída rápida de los niveles de ATP, con el consiguiente

incrementoen las concentracionesde ADP. Estos datosproporcionan,por tanto, una

razón másparaevitar concentracionesde ácidoaraquidónicosuperioresa 10pM en los

experimentosconsinaptosomas.

Con el fin de profundizaren el mecanismode la acción inhibidora del ácido

araquidónicoen la liberación de glutamato dependientede Ca>, se procedió a

determinarlos cambiosen la concentraciónintrasinaptosomalde Ca> libre. La figura

lOA muestraque la inhibición por el ácidoaraquidónicode la liberaciónde glutamato

inducidapor 4-aminopiridinase puedeexplicarpor la reducciónen la elevaciónde la

[Ca2~J~~
1.En cambio, la falta de efecto del ácido araquidónicoen la liberación de

glutamato inducidapor CIK se correspondetambiéncon la ausenciade efecto alguno

en la concentraciónintrasinaptosomalde Ca> como se muestraen la figura 108.

La 4-aminopiridina y CIK liberan glutamato del mismo compartimento

intrasinaptosomal,pero sus mecanismosde acción son diferentes. CIK induce una

despolarizaciónpermanentede la membranaplasmática,que activa los canalesde

Ca
2~operadospor voltaje, pero quees resistenteal bloqueantede los canalesde Na~



nmol/ mg de proteína

ATP ADP

Control
60s 1.42 + 0.09 0.28 + 0.06
120s 1.40 +0.10 0.31 ±0.04
360s 1.43 ±0.05 0.32 + 0.02

AA 10pM
60s 1.40+0.05 0.32±0.10
120s 1.43 + 0.04 0.33 ±0.08
360s 1.46 + 0.03 0.36 ±0.03

AA 3OpM
60s 1.38 + 0.06 0.47 + 0.05
120s 1.06 ±0.08 0.73 + 0.07
360 s 0.82 + 0.09 0.96 + 0.09

Tabla3. Efectodel ácido araquidónico sobre el contenido de ATP y ADP de los sinaptosomas. Los
sinaptosomaspurificadospor Ficolí (O,67mg/ml)se resuspendieronenmedio Elliots con ESA (lnig/ml)
y se incubaronduranteuna hora a 37”C. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun
minuto y se resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA, al que se añadióCI2Ca 1 33mM y
ácido araquidónico (AA) a las concentracionesindicadas, recogiéndosealícuotas (IGOMIs) para la
determinacióndel contenidode ATP y ADP a distintostiempostras la adición del ácidoaraquidónico.
Los resultadosson la media±SEM (nmnol/mgde proteína)de dosexperimentosdiferentes.

tetrodotoxina. Por el contrario, la 4-aminopiridina produce despolarizaciones

transitorias,que activanlos canalesde Ca
2~, con participacióntambiénde canalesde

Na~. como lo demuestrasu sensibilidada tetrodotoxina,y de canales transitoriosde

K~. Una posible explicación de la acción selectivade ácido araquidónicosobre la

liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina, sería que el control de la

liberación de glutamato ejercido por el ácido araquidónico está basado en la

modulación de canales transitorios, observables solo bajo un régimen de

despolarizacionesrepetitivascomo el inducido por 4-aminopiridina, y no con la

despolarizaciónpermanentede CIK. Así, el ácido araquidónicopodríamodificar los

canalesiónicos que controlan la duracióno la frecuenciade los potencialesde acción

individuales. Para investigar esta posibilidad, se estimaron los potenciales de

membranacon el indicador fluorescenteDisC
2(5). En la figura 1OC se muestraque el

ácido araquidónicoreducela despolarizacióninducidapor 4-aminopiridinaen toda la

población de terminalessinápticos, lo que en una terminación sináptica única se

podríatraducir en una reducciónen la duracióno en la frecuenciade los potenciales
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de acción iniciados por 4-aminopiridina. Por el contrario, el ácido araquidónicono

modificó la despolarizacióninducidapor CIK (figura LOD).
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Figura 10. El ácido araquidónico reduce la elevación de la concentración citoplásinica de Ca2 +

libre y la despolarización de la membrana inducidos por 4-aminopiridina, pero no por KG. En los
experimentosen los que se determinala [Ca2±]c¡t(A y E), los sinaptosomaspurificadospor Ficolí se
resuspendieron(2mg/mi) enmedio Elliots conESA (lmg/ml) y se preincubaroncon Fura2-AM 5pM y
CI

2Ca l ,33mM durante30 minutos. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y
se resuspendieron(0,6/mg/mI) en un medio Elliots sin ESA y se añadió CI2Ca 1 33mM. La
concentraciónintrasinaptosomalde Ca> libre se determinósegúnse describeen Material y Métodos.
En los experimentosen los que se determinó el potencial de membrana(C y D), los sinaptosomas
purificadospor Ficolí (0,67mg/ml) se preincubaronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) a 3/” durante

1 hora. A continuaciónse centrifugarona 12.000xg y se resuspendieron(0,67mg/ml)en medio Elliots
sin ESA en presenciade CI2Ca t,33mM y el indicador fluorescenteDisC2(5) 5$M. El potencialde
membranase estimósegúnse describeen Material y Métodos. El ácidoaraquidónico(AA> se añadió60
s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina(A y C) ó con ¡(Cl 3OmM (B y
D>. Los resultadossonla mediade al menostrespreparacionesde sinaptosomasdiferentes.
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El tetraetilamonio, TEA, es un bloqueante,aunque no específico, de los

canales de K~ que están implicados en la repolarización y por tanto, en la

terminaciónde los potencialesde acción(Bartschaty Blaustein1985). Estainhibición

de canalesde K~ por la alquilamina conlíeva un aumentoen la duración de los

potencialesde acción con el consiguienteincrementoen la entradade Ca> y en la

liberaciónde neurotransmisores.Puestoque los efectosde tetraetilamonioparecenser

opuestosa los del ácido araquidónico,decidimos estudiar la posible reversiónpor

tetraetilamonio de las acciones inhibidoras del ácido araquidónico, para lo cual,

analizamosen primer lugar los efectos de tetraetilamonioen los sinaptosomasen

ausenciade ácido araquidónico.La adiciónde tetraetilamoniolOmM no tiene efecto

alguno sobre la liberación de glutamato, ni sobre la concentracióncitoplásmicade

Ca>. ni tampoco modifica la respuestainducida en estos parámetrospor una

concentraciónelevadade 4-aminopiridina, lmM (figuras 1 lA y C). Sin embargo,el

tetraetilamonioaumentasustancialmentela liberaciónde glutamatoy la elevaciónen

la concentracióncitoplásmicade Ca2~ inducidapor una concentraciónsubmáximade

4-aminopiridinaSOpM. figuras 1IU y D.

La figura 12 muestraque el tetraetilamonioes capazde revertir las acciones

inhibidoras del ácido araquidónicoen la despolarización,en la elevación de la

concentracióncitosólica de Ca> y en la liberación de glutamato inducida por 4-

amínopiridina(figuras 12B, D y F en comparacióncon A, C y E). Estos resultados

sugierenque el ácidoaraquidónicoy el tetraetilamoniopodríantenerefectosopuestos

sobrelos canalesde K’ implicadosen el control de la duraciónde los potencialesde

acción inducidospor4-aminopiridina.

4.4. La acción inhibidora del ácido araquidónico en la liberación de

glutamato esindependientede la activaciónde la proteínaquinasaC.

Recientementeseha demostradoque algunosisoenzimasde la proteínaquinasa

C son activadospor los ácidos grasospoli-insaturadoscomo el ácido araquidónico

(Shearmany cols. 1991). Por otro lado, existen también numerososdatos que

demuestranque la proteína quinasaC modula las funcionesneuronalesa travésde

cambiosen la permeabilidadiónica de las membranas(Murakami y Routtenberg

1989). Los experimentos que se detallan a continuación fueron diseñadospara

determinarsi la inhibición de la exocitosis de glutamato por el ácido araquidónico

estabamediadapor la activaciónde la proteína quinasa C. En estosexperimentosse
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Figura 11. Efecto de tetraetilanionio (TEA) sobre la liberación de glutamato y sobre el incremento
en la concentración citoplásmica de Ca2~libre inducidos por 4-aminopiridina. En los experimentos
de liberación de glutamato (A y E) los sinaptosomaspurificados por Ficolí (0,6/mg/mí) se
resuspendieronen medio Ellíots con BSA (Img/ml) y se incubarondurante una hora a 37”C. A
continuaciónse centrifugarona 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron(0,67mg/ml> en
medio Elliots sin ESA. Imí de estasuspensiónse utilizó paradeterminarla liberaciónde glutamatoen
presenciade CI

2Ca t,33mM. En los experimentosen los que se determinó la lCa
2~1cit (C y O) los

sinaptosomaspurificadospor Ficolí (2mg/ml> se resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) y
se preincubaroncon Fina 2-AM St¿M y CI

2Ca l,33mM durante 30 minutos. A continuación,se
centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/mi) en medio Elliots sin
ESA añadiéndoseCI2Ca l,33mM. El tetraetilamonio(TEA) (lOmM) se adicionó 60 s antes de la
despolarizaciónde los sinaptosoma.scon 4-aminopiridina, ¡mM (A y C) o 5OMM (8 y D). Los
resultadossonla mediade tresexperimentosindependientes.
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Figura 12. Tetraetilamonio reviene los efectos inhibitorios del ácido araquidónico sobre la
despolarización, el incremento en la concentración citoplás¡nica de Cal±libre y la liberación de
glutamato inducidos por 4-a¡ninopiridina. En los experimentos en los que se detenninóel potencial
demembrana(A y E), los sinaptosomaspurificadospor Ficolí (0,67mg/ml)se resuspendieronen medio
Elliots con ESA ([mg/mi) y se incubaronduranteunahoraa 37”C. A continuaciónse centrifugarona
12.000xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,6/mg/mí)en medio Elliors sin ESA, en presencia
de CI2Ca l.33mM y el indicador fluorescenteDisC2(5) 5gM. En los experimentosen los que se
determiné la lCa

2*lcú libre ((7 y Oj), los sinaptosomaspurificados por Ficoil (2mg/ml) se
resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaroncon Fura 2-AM 5pM y CI2Ca
1 .33mM durante30 minutos. A continuación, se centrifugarona 12.000 xg y se resuspendieron
(0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA y se añadióCI

2Ca 1 ,33mM. En los experimentosde liberación
de glutamato(E y F) los sinaptosomaspurificadospor Ficolí (0,67mg/ml>se resuspendieronen medio
Elliots con ESA (lmg/ml) y se incubarona 37”C duranteunahora.A continuación,se centrifugarona
12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/ml)en medio Elliots sin ESA. Imí de esta
suspensiónse utilizó para determinar la liberación de glutamatoen presenciade CI2Ca l,33mM. El
tetraetilarnonio(TEA) ([OmM) y el ácidoaraquidónico(AA) (5pM> se añadieron60 5 y 30 santesde la
despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina ¡mM. Los resultadosson la mediade tres
experimentosindependientes.
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utilizó como control positivo de un efecto mediado por la proteína quinasaC. la

potenciaciónde la liberaciónde glutamatopor el ésterde forbol 43-PDBu.

En una primera seriede experimentos,los sinaptosomasse preincubaroncon

altas concentracionesde ésteres de forbol. Este tratamiento produce una rápida

disminución de la actividad fosforilante de la proteína quinasaC sobre histona H1,

debidoa la traslocaciónde la proteínaquinasadel citosol a las membranasseguidode

la degradaciónproteolitica por proteasasdel tipo de las calpainas. La figura 13

muestra los efectossobre la actividad de la proteínaquinasaC sinaptosomaltras el

pretratamientocon altas concentracionesde ésteresde forbol. La actividad de la

proteíua quinasa C se determinó por su capacidadde fosforilación del sustrato

exógeno Histona H1 en presenciade Ca> y de los fosfolípidos. fosfatidilserinay

oleil-acetilglicerol. También se determinóla actividadquinasaindependientede Ca>

y fosfolípidos. como índice de formación de proteína quinasaM. por degradación

proteolítica de la proteínaquinasaC.

La figura 13 muestraque en las alícuotastomadas1 y 30 minutos despuésdel

ratamiento de los sinaptosomaspor el éster de forbol 48-PDBu, se obtuvo una

reducciónde la actividadde proteínaquinasaC dependientede Ca> y fosfolipidos de

un 50 y un 85%, respectivamente.Al mismo tiempo se detecto un incremento

transitorio de la actividad independientede Ca> y fosfolípidos, que se redujo

notablementeen las muestrastomadasa los 30 minutos. Estoscambiosen la actividad

de la proteínaquinasaC no se observaronni en los sinaptosomascontrol ni en los

tratadoscon el forbol inactivo, 4a-PDD.

En la figuras 14A y B se muestraque la preincubaciónde los sinaptosomascon

PMA 1pM no modifica la liberaciónde glutamatodependientede Ca> inducidapor

4-aminopiridina, pero tampocoprevieneel efecto inhibidor del ácido araquidónico.

Sin embargo, la eliminación de parte de la actividad de la proteína quinasaC, por

preincubacióncon ésteresde forbol, eliminó el efectopotenciadorde 48-PDBu sobre

la liberaciónde glutamato(figuras 14C y D).

Puesto que el tratamiento con ésteres de forbol no elimina totalmente la

actividad de la proteínaquinasaC, podríaser que la actividadresidualde esteenzima

fuera responsablede la acción inhibidora del ácidoaraquidónicosobrela secreciónde

glutamato. Por ello, en una segundaseriede experimentos,se utilizó el inhibidor de
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proteínasquinasas,estaurosporina(Linden y Routtenberg1989, Yanihara y cols..

1991), que es capazde interaccionarcon el dominio reguladorde dichas quinasas

(Wolf y Baggiolini 1988). En la figura 15 se muestraque la estaurosporinaa la

concentraciónutilizada carecede efecto sobre la liberación control de glutamato,

figura 15B, aunque,escapazde prevenir la potenciaciónde la exocitosisde glutamato

inducida por 48-PDBu, figura 15C y D. Sin embargo,el efecto inhibidor de! ácido

araquidónicosobre la liberación de glutamatodependientede Ca> fué resistenteal

inhibidor de proteínaquinasas,figura ISA y 8.

o
E
c

n
.3
E
a.

<a
o-
-o
U~0

u

700 -

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

0.0

u
C EGTArPSrOAG

ti 9¾ñu
Control 4o—POO 40—PMA

1 mm.

Control 4o—PDO 49—PMA

30 mm.

Figura 13. Disminución de la actividad de la proteína quinasa C dependiente de Ca2~ y
fosfolípidos por preincubación de los sinaptosomas con ésteres de forbol. Los sinaptosomas
purificados por Ficolí se resuspendieron(0,67 mg/mi) en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se
incubarona 37”C. A los 5 minutos seañadióCI

2Ca 1,33 mM y un minuto más tardese añadieronlos
ésteresde forbol 413-PDBu o 4a-PDD a la conceniTación1pM. Transcurridos1 y 30 minutos de la
adición de los ésteresde forbol, se extrajeronalícuotas(2mg/ml), que se colocaroncii hielo y se
centrifugarona 12.000xg durante10 minutos.El control se trató de la mismamaneraperoen ausencia
de ésteres de forbol. A continuación, la actividad de la proteínaquinasa(7 se determiné en los
sedimentosresultantes,extrayéndolacon el detergenteNonidet 0,5 % como se indica en Material y
Métodos. La actividad de la proteínaquinasa(7 se determinéen presenciay ausenciade Ca> y
fosfolípidos. Los resultadosque se muestranson las medias ± SEM de tres preparacionesde
sínaptosomas.
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Figura 14. El pretratamiento de los sinaptosomas con ésteres de forbol elimina el efecto
potenciador de 48-PDBu sobre la liberación de glutamato pero no el efecto inhibidor del ácido
araquidónico. Los sinaptosomaspurificados por Ficolí, control (A y (7) se resuspendieron(0,67
mg/mí) en medio Elliots con ESA (¡mg/mí) y se preincubarona 37”C durante una hora. Otra
suspensiónde sinaptosomasse trató con PMA 1pM (E y D), y se continuó la incubaciónduranteotros
30 minutos. Seguidamente,tanto los sinaptosomascontrol como los tratadospreviamentecon PMA. se
centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67 mg/mí) en medio Elliots sin
ESA, utilizándose Imí de la suspensiónpara determinar la liberación de glutamatoen presenciade
CI2Ca l.33 mM. El ácido araquidónico (AA) (5pM) y el éster de forbol. 4B-PDBu (1pM) se
adicionaron60 s y 30 s respectivamente,antes de la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-
aminopiridina lmM o 5OpM. Los resultadossonla mediade tresexperimentosindependientes.
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Figura 15. Estaurosporina anula la estimulación inducida por 48-PDBu sobre la exocitosis de
glutaniato pero no el efecto inhibidor del ácido araquidónico. Los sinaptosomas purificados por
Ficolí, control (A y (7) se resuspendieron(0,67 mg/mI) en medio Elliots con ESA (¡mg/mí) y se
incubaronduranteunahoraa 37”C. Otra seriede sinaptosomas,a los 30 minutosde la incubación, se
trataroncon estaurosporina,St (lOOnM) (B y D) y se continuéla incubaciónpor otros 30 minutos. A
continuación, tanto los sinaptosomascontrol como los tratadosson estaurosporinase centrifugarona
12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67 mg/mI) en un medio Elliots sin ESA.
utilizándose¡ml de la suspensiónpara determinar la liberación de glutamatoen presenciade CI2Ca
1.33 mM. El ácido araquidónico(AA) (SgM) y el ésterde forbol, 413-PDEu (lgM) se añadieron60 s y
30 s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon4-aminopiridina¡mM o 5OpM. Los resultados
sonniediasde tresexperimentosindependientes.
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Una forma alternativa y probablementemás directa de estudiar la posible

implicaciónde laproteínaquinasaC en la acción inhibidoradel ácidoaraquidónicoen

la exocitosisde glutamatoes emplearel derivadoesterificado,metilaraquidonato,que

es mucho menos eficaz que el ácido araquidónicocomo activador de la proteína

quinasa C (Murakami y Routtenberg 1985). En la figura 16 se muestra que el

metilaraquidonatoposee una potencia inhibidora de la liberación de glutamato

dependientede Ca~similar a la del ácidoaraquidónico,a pesarde no serun activador

eficaz de la proteínaquinasaC.
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Figura 16. Metilaraquidonato inhibe la liberación de glutaniato inducida por 4-aminopiridina.
Los sinaptosomaspurificadospor Ficolí se resuspendieron(0,67 mg/mI) en medio Etliots con BSA
(lmg/ml) y se incubaronduranteuna hora a 37”C. A continuación, se centrifugarona 12.000 xg
duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/mI) en medio Elliots sin BSA. utilizándose [ml de la
suspensiónpara determinar la liberación de glutamato en presenciade CI2Ca 1,33 mM. El ácido
araquidónico AA. (5pM) y metilaraquidonato, MAA (5pM) se adicionaron 60 s antes de la
despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aniinopiridina [mM. Los resultadosson medias de tres
experimentosdiferentes.

En su conjunto, todos estos resultadossugierenque la acción inhibidora del

ácidoaraquidónicosobrela exocitosisde glutamatoes independientede la activación

de la proteínaquinasa C.

4.5. Persistenciade la acción inhibidora del ácido

presenciade inhibidoresdel metabolismodel ácidograso.

araquidónico

Los ácidosgrasospoIl-insaturadosson rápidamentemetabolizadosa productos

oxigenadospor distintossistemasenzimáticoscomo la ciclooxigenasa,lipooxigenasay

en
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monooxigenasa(Shimizu y Wolfe 1990). Se ha sugerido que varios de estos

metabolitoscomo el 12(s)HETE y el 12-HPETE,que se forman por las vías 5 y 12

lipooxigenasa,respectivamente,y no el ácidograsoen sí, seríanlos responsablesde

los efectosmoduladoresde la liberación de neurotransmisores(Piomelli y Greengard

1990, Freemany cols. 1991).

Con el fin de obtenerimformaciónacercade si es el ácido araquidónicoy/o

sus metabolitoslos responsablesde la acción inhibidora observada,se realizaronuna

seriede experimentosparadeterminarel tiempode latenciaentrela adición del ácido

araquidónicoy la aparicióndel efectoinhibidor, paralo cualalteramosla secuenciade

las adiciones utilizadas en el experimento de liberación, despolarizando los

sinaptosomasprimero y añadiendoa continuaciónel ácido araquidónico.En la figura

17 se observa una rápida acción inhibidora del ácido araquidónico, que está

probablementeen el límite de resoluciónde nuestroensayofluorimétrico que esde un

segundo.Ahora bien, estemétodono permite descartarque los efectosseandebidos

a metabolitos del ácido araquidónico, puesto que la formación de los derivados

oxigenadosde ácidoaraquidónico,estambiénextremadamenterápida.
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Figura 17. Rápida inhibición por el ácido araquidónico de la liberación de glutaniato inducida por
4-a¡ninopiridina. Los sinaptosoniaspurificadospor Ficolí (O,67mg/mI) se resuspendieronen medio
Elliots con ESA(lmg/mi) y se preincubaronduranteunahoraa 37O(7~ A continuaciónsecentrifugaron
a 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/mI)en medio Elliots sin ESA. [ml de la
suspensiónse utilizó paradeterminarla Liberaciónde glutamatoen presenciade CI2Ca 1,33 mM. El
ácido araquidónico.AA, se adicionó 30 s despuésde la despolarizaciónde los sinaptosonlascon 4-
aminopiridina, [mM. Los resultadosquese muestransonla mediade tresexperimentosdiferentes.

Control
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En otra serie de experimentos los sinaptosomasfueron incubados con

indometacina (5pM) y ácido nordihidroguayarético(NDGA) (10pM), que son

inhibidores de los sistemas enzimáticos de cicloxigenasa y de lipoxigenasa,
respectivamente.De los datospresentadosen la figura 18 se deduce,en primer lugar.

que la incubaciónde los sinaptosomascon indometacinay NDGA no modifica la

secreciónde glutamato inducida por 4-aminopiridina, y en segundolugar, que en

presenciade estos inhibidores persiste la reducción de la exocitosis de glutamato

inducida por el ácido araquidónico. Estos resultados podrían indicar que los

metabolitos del ácido araquidónico formados por las vías ciclooxigenasa y

lipooxigenasano estánimplicadosen la acción inhibidoradel ácidograso.

4.6. Efecto del ácido araquidónicoen la concentraciónextrasinaptosomal

de glutamato.

El transportadorde glutamatoutiliza el gradienteelectroquímicode Na~ para

mantenerun enorme gradiente de concentraciónentre el citoplasmay el medio

extracelular. Recientementese ha descrito que el ácido araquidónico y/o sus

metabolitos inhiben el transportadorde glutamato en los terminales sinápticos y

células gliales (Rhoadsy cols. 1983. Barbour y cols. 1990, Volterra y cols. 1992).

incrementandolos niveles extracelularesde glutamato. Por ello, decidimosestudiarsi

el ácidoaraquidónicoteníaalgúnefecto sobrela concentraciónextrasinaptosomalde

glutamatocomo indicadorde la actividaddel transportador.

La figura 19 muestraque los sinaptosomaspolarizadosde cortezacerebral de

rata mantienenuna concentraciónextrasinaptosomalde glutamato[gluJ~~1de 2.92 +

0.49 pM y que tras dos minutosde incubacióncon ácidoaraquidónico10pM, no se

observócambio algunoen la [glu]ea. La adición de BSA (l6pM) produjo en cambio

una ligera reducción. Estos resultados indican que el ácido araquidónicoa las

concentracionesempleadasen nuestroensayono alterala capacidadde transportede

glutamato y si lo hacen,estaacción no se traduceen un cambio en la concentración

extrasinaptosomalde glutamato.
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Figura 18. Indometacina y el ácido nordihidroguayarético (NDGA) no previenen el efecto
inhibitorio del ácido araquidónico. Los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,67 mg/mI) se
resuspendieronen medio de incubación Elliots y se preincubaronduranteuna hora a 37O(7~ En otras
series de sinaptosomas,transcurridos30 y 50 minutos de incubación, se adicionó indometacina
(5gM)(E) y NDGA (l0~M)(C). respectivamente,y la incubaciónconrinuó hasta los 60 minutos. A
continuación tanto [os sinaptosomascontrol como los tratados con indometacina y NDGA se
centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots sin
BSA. utilizándosefmi de estasuspensiónpara determinarla liberaciónde glutamatoen presenciade
CI2Ca 1,33 mM. El ácidoaraquidónicoAA (5gM) se añadió60 s antes de la despolarizaciónde los
sinaptosomascon 4-aminopiridina, lmM. Los resultadosque se muestranson la media de tres
experimentosdiferentes.
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Figura 19. Efecto del ácido araquidénico y de la albúmina de suero bovino libre de ácidos grasos
(ESA) en la concentración extrasinaptosomal de glutamato. La fracción P2 sinaptosomal
(O,ó7nig/ml) se resuspendióen medio Elliots sin ESA en presenciade Cl2Ca 1,33 mM. Despuésde 5
minutos de incubaciónse recogióalicuotasde 250pls paradeterminarla lglul~xt como se describeen
Malerial y Métodos.El ácidoaraquidónico(2gM) se añadióa los 10 minutosde iniciar las incubación,
recogiéndoseunaalícuota2 minutosmás tarde. Finalmente,se añadióESA (lmg/ml) a los 15 minutos,
recogiéndosede nuevoalícuotas2 minutosmás tarde. Los resultadosque se muestransonla media ±
SEM de cuatropreparacionesde sinaptosomas.

5. Activación sinergísticade la proteínaquinasaC: efectosen la liberación de

glutainato.

En los resultadoshastaahoradescritos hemos demostradoque la proteína

quinasaC de las terminacionessinápticasforma partede una vía de transducciónde

señalesque facilita la liberaciónde glutamato. La publicaciónde unaseriede trabajos

sobre la activación de algunas isoformas de proteína quinasa C por el ácido

araquidónico(Shearmany cols. 1991 b, Murakamiy Routtenberg1985),junto con el

papelde mensajerointercelularpropuestoparaesteácidograsoy sus metabolitos,nos

hizo pensarque el ácidoaraquidónicopodría ser la señalextracelularque activaríala

vía dependientede la proteínaquinasaC. Sin embargo,los resultadosmostradosen

las seccionesanterioresdemuestranque el ácido araquidónico,lejos de producir los

mismosefectosque la activaciónde la proteínaC con los ésteresde forbol. inhibe la

liberación de glutamato por un mecanismo que parece ser independientede la

activación de la proteína quinasa C. Mientras realizábamos estos estudios se

publicaron por el grupo de Nishizuka una serie de trabajos mostrandola acción

sínergísticade ciertos ácidosgrasosinsaturadoscon el diacilglicerol o los ésteresde

forbol en la activaciónde la proteínaquinasaC (Shinomuray cols. 1991). Por ello, el

Control 2pM AA +BSA

89



siguienteobjetivo que nos propusimosfué la posible acciónsinergísticade los ésteres

de forbol y del ácidoaraquidónicosobrela exocitosisde glutamato.

La figura 20 muestraque la adición de ácido araquidónico(2pM) inhibe la

exocitosisde glutamato inducida por 4-aminopiridina. Así mismo, se observaque la

adición de bajasconcentracionesdel ésterde forbol 4B-PDBu (1-SOnM) no tienen

efecto alguno sobre la liberación de glutamato y que altas concentracionesde 413-

PDBu (SOOnM) producenuna débil estimulación(15%) de la secreciónde glutamato

dependientede Ca> inducidapor 4-aminopiridinaImM. Ahorabien, en presenciade

ácidoaraquidónico.la sensibilidadde la liberaciónde glutamatoa la estimulaciónpor

los ésteresde forbol aumentó,observándoseque bajas concentracionesde 413-PDBu

estimulanfuertemente(230%) la exocitosisde glutamato.
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Figura 20. Potenciación de la liberación de glutamato por bajas concentraciones de ésteres de
forbol en presencia de ácido araquidónico. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67 mg/lml) se
resuspendieronen medio Elíiots con ESA (¡mg/mi) y se incubaron durante 1 hora a 37

0C. A
continuaciónse centrifugarona 12.000xg y se resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elíiots sin ESA.
1 ml de la suspensiónse utilizó paradeterminarla liberaciónde glutamato.La liberaciónde glutamato
dependientede Ca> se determinó como la diferenciaentre la secreciónobtenidaen los 5 minutos
siguientesa la despolarizaciónen presenciade CI2Ca 1,33mM y en un medio con una [Ca2+lcxíde
200nM. El ácidoaraquidónicoAA (2

4M) y el ésterde forbol, 43-PBBu, se añadieron30 y 60 s antes
de la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridinaImM. Los resultadosson la media ±
SEM de tres preparacionesde sinaptosomas.La significaciónestadísticade las diferenciasse calculó
con el testde la t de student** p<O.OI; *p<O.O5; NS (no significativo).
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Resultadossimilares se observaroncuandoen lugar del éster de forbol, 413-

PDBu, se utilizó el 1 ,3-di(cis)-9-octadecanoíl-glicerol.(1,3-dioleina) un diacilglicerol

que también activa la proteínaquinasaC. En la tabla 4 se muestracómo el ácido

araquidónicoincrementala sensibilidadde la exocitosisde glutamatoa la potenciación

por 1 .3-dioleina.de la misma maneraque concentracionesbajasde 1 ,3-dioleina, que

carecende efectoalguno sobre la liberaciónde glutamato, potencianla secreciónde

glutamato inducidapor4-aminopiridina lmM, en presenciade ácidoaraquidónico.

Liberación de glutamato

(-AA)

dependientede Ca> (nmol¡mQ)

(+)AA

Control 3.10 ±0.20 1.90 ±0.15

Dioleina 0.2pM 2.85 ±0.25 2.20 ±0.20

Dioleina 0.5~xM 3.00 ±0.12 3.10 ±0.22

Dioleina 5pM 3.33 ±0.20 3.90 ±0.10

Dioleina 2OpM 3.65 ±0.21 4.50 ±0.20

Tabla 4. El ácido araquidónico incrementa la sensibilidad de la liberación de glutamato
dependiente de Ca2~ a la potenciación por dioleina. Los sinaptosomas de la fracción P

2 (0,67nig/n:l)
se resuspendieronen medio Elíiots con ESA (lnig/mI) y se incubaronduranteuna hora a 370(7 A
continuación, se centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/ml) en
medio Elliots sin ESA, utilizándoseImí dc estasuspensiónpara determinarla liberaciónde glutamato.
La liberación de glutamatodependientede Ca> se determinó como la diferenciaentre la secreción
obtenidaenlos 5 minutossiguientesa la despolarizaciónen presenciade CI2Ca 1,33mM y en un medio
con una [Ca

2~l~~tlibre de 200nM. El ácido araquidónico,AA, (2pM) y la dioleina se añadieron30 y
60 s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina [mM. Los resultadossonla
media±SEM de trespreparacionesde sinaptosomas.

Con el fin de determinarsi el incremento en la exocitosis de glutamato

obervado en presenciade ácido araquidónicoy 413-PDBu estaba mediado por la

activación de la proteína quinasaC. se llevaron a cabo tres tipos de experimentos

diferentesque se muestranen la figura 21. En primer lugar, los sinaptosomasse

preincubarondurante 30 minutos en presenciadel inhibidor de proteínasquinasas,

estaurosporinaa la concentraciónde lOOnM, observándoseque esteinhibidor anulala

potenciación de la liberación de glutamato observada en presencia de ácido
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araquidónico y 4B-PDBu 5OnM. En una segunda serie de experimentos, los

sinaptosomasse preincubaroncon el ester de forbol PMA 1pM durante30 minutos

con el fin de eliminar, aunqueno totalmente,la actividad de la proteínaquinasaC.

Este tratamientotambién impidió la potenciación de la secreciónde glutamatopor

ambos lípidos. Finalmente, se utilizó el metilaraquidonato en lugar de ácido

araquidónicoporque los ésteresde los ácidos grasos no son capacesde activar la

proteína quinasa C, obteniéndoseen este caso también una pérdida del efecto

potenciadorsobre la liberaciónde glutamato. Todos estos resultadossugierenque la

potenciación de la exocitosis de glutamato por el ácido araquidónicoy 48-PDBu

estaría mediadapor la activación sinergísticade la proteína quinasaC por ambos

lípidos.

Con el fin de establecerel mecanismopor el cual la activación de la proteína

quinasaC por el ácido araquidónicoy 4B-PDBu potencia la liberaciónde glutamato,

se determinarontanto la elevaciónde la concentracióncitoplásmicade Ca> como el

potencialde membranaplasmática.En la figura 22A y E se muestrala elevaciónen la

lCa2~Ic¡ y la despolarización de la membrana plasmática inducida por 4-

aminopiridina. La adición de ácidoaraquidónicoreducela elevaciónde tCa2~Icit y la

despolarización de la membrana inducida por 4-aminopiridina. figuras 22B y E,

rn[entras que por otro lado, la adición de 413-PDBu (500nM) afecta,sólo ligeramente,

a ambosparámetros,figuras 22C y G, respectivamente.Ahora bien, la aplicaciónde

ambos lípidos induce un aumento sustancial en la elevación [Ca2~1~~
1y en la

despolarizaciónde la membranaplasmática inducidos por 4-aminopiridina (figuras

22D y H). Por tanto, estos resultadossugierenque el incrementoen la liberaciónde

glutamatodependientede Ca
2~ que se observatras la activación sinergísticade la

proteínaquinasaC por el ácidoaraquidónicoy 4B-PDBu, podríaestarmediadopor un

alargamiento en la duración de los potenciales de acción inducidos por 4-

amínopiridinay por una mayor entradade Ca>.
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Figura 21. La potenciación de la liberación de glutaniato por el ester de forbol y el ácido
araquidénico es dependiente de la activación de la proteína quinasa C. Les sinaptosomas de la
fracción P

2 (0.67mg/ml) se resuspendieronen medio Elliots con BSA (lmg/ml) y se preincubaron
duranteunahora a 37O(7~ Otra seriede sinaptosomasse tratarona los 30 minutosde la incubacióncon
estaurosporina(St) (l0OnM) o con PMA (l~M) continuandoselas incubacionespor otros 30 minutos.
Finalmente, las suspensionesse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron
(0,67mg/xnl) en medio Elíiots sin BSA. utilizándose 1 ml de las suspensionespara determinar la
liberación de glutarnato. La liberación de glutamato dependientede Ca> se determinó como la
diferenciaentre la secreciónobtenidatras 5 minutosdespuésde despolarizaciónen presenciade CI2Ca
l,33mM y en un medio con una lCa

2~1~~t libre de 200nM. El ácido araquidónico,AA (2~M) o el
metilaraquidonato.MAA (2pM) y el ésterde forbol, 4l3-PDBu se añadieron30 y 60 s antesde la
despolarizaciónde los sinaptosoniascon 4-aminopiridina lmM. Los resultadosson la media±SEM de
trespreparacionesde sinaptosomas.La significaciónestadísticade las diferenciasse calculócon el test
de la t de srudent** p<O.OI; * p <0.05; NS (no significativo).
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Figura 22. Efecto de los ésteres de forbol y el ácido araquidónico sobre el incremento en la
concentración citosólica de Ca

2~ libre y sobre la despolarización inducida por 4-aminopidirina.
En los experimentosen los que se determinóla lCa2~l

0~r libre (A-D), los sinaptosomasde la fracción
P2 (2mg/ml) se resuspendieronen medio Elliots con ESA (Img/ml) y se preincubaroncon Pura2-AM
5~M y CI2Ca 1,33mM durante30 minutos. A continuación,se centrifugarona 12.000 xg duranteun
minuto y se resuspendieron<0,67mg/ml) en medio B1liots sin ESA y con CIta 1 ,33mM. Para la
determinacióndel potencialde membrana,(E-H), los sinaptosomasde la fracción P2 (0,6/mg/mí) se
resuspendieronen medio Elliots con ESA ([mg/mí) y se preincubaronduranteuna hora a 37W. A
continuación,se centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0.6/mg/mi) en
medio Elliots sin BSA, en presenciade CI2Ca 1,33mM y el indicador fluorescenceDisC2(5) 5$M. El
ácido araquidónico,AA (2pM) y el ésterde forbol. 413-PDBu se adicionaron30 y 60 s antesde la
despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridinalmM. Los resultadosque se muestranson la
mediade tresexperimentosindependientes.
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6. Un receptormetabotrópicodeglutamatofacilita la liberacióndeglutamato.

Como se ha descritode forma detalladaen la sección3.2 de la Introducción,

una de las vías de activación de la proteínaquinasaC mejor caracterizadaes la de

hidrólisis de los fosfatidílinositoles por la activación de ciertos receptorespor sus

ligandos específicos.Aunque la activación de este mecanismode transducciónde

señalesestábienestablecidoa nivel postsináptico,existenmuy pocasevidenciasde su

existenciaa nivel presináptico.

En los últimos años,seha descrito la existenciade un receptorde glutamato,

denominadometabotrópico,que está acopladoa proteinasG y a la activación de

fosfolipasaC. Como resultadode la activación de estereceptor se hidrolizan los

fosfatidílinositoles, y se genera IP3 y diacilglicerol como segundosmensajeros.El

siguienteobjetivo fué estudiarla posible existenciaen los terminacionessinápticasde

un receptor metabotrópico de glutamato que acoplado al metabolismo de

fosfoinositoles.generasediacilglicerol y activarala proteínaquinasaC, potenciandola

exocitosisde glutamato.

El (IS,3R)ACPDes el agonistamás selectivodel receptormetabotrópicode

glutamato (Palmer y cols. 1989). En la figura 23A se muestraque la adición de

(lS,3R)ACPD 100pM no tiene efecto alguno sobre la liberación de glutamato

dependiente de Ca>. Sin embargo. en presencia de ácido araquidónico 2pM,

(IS.3R)ACPD estimula fuertementela liberación de glutamato inducida por 4-AP,

figura 238. Por otra parte, el isómero (IR,3S)ACPD que es menos activo que el

(1S,3R)ACPD,no potenciala exocitosisde glutamatoni en ausenciani en presencia

de ácidoaraquidónico.En un medio con una concentraciónextracelularde Ca> libre

de 200nM, (1S,3R)ACPDno modificó la liberación de glutamato inducida por 4-

aminopiridina50pM (resultadosno mostrados).

La potenciaciónde la liberación de glutamatopor (IS,3R)ACPDen presencia

de ácido araquidónicoes dependientede la concentración,como se observaen la

figura 24. Concentracionesde (IS,3R)ACPD en el rango 1-lOOgM estimulan

fuertementela liberaciónde glutamatocon un valor de EQ0 de 1 x [06 M.
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Figura 23. El agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD incrementa la liberación de glutamato
inducida por 4-aminopiridina, en presencia de ácido araquidónico. Los sinaptosomas de la fracción
P=(0,67mg/ml) se resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/mI) y se preincubarona 370 C
durante 1 hora. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron
(0.67mg/nil) en medio Elliots sin ESA, utilizándose 1 ml de esta suspensiónpara determinar la
liberación de glutaniato. La liberación de glutamato dependientede Ca2~ se determinó como la
diferenciaentre la secreciónobtenidaen los 5 minutos siguientesa la despolarizaciónen presenciade
CI

2Ca l,33mM yen un medio que conteníauna [Ca
2~l~~~de 200nM. Los agonistas(IS,3R)ACPD y el

([R,3S)ACPD se añadieron60 s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina
5OgM, en ausencia(A) o en presencia(B) de ácido araquidónico(AA) 2$M. Los resultadosque se
muestransonla mediadetresexperimentosdiferentes.

6.1. Caracterizaciónfarmacológica.

Tras el hallazgo de que el agonistametabotrópico(1S,3R)ACPDfacilita la

liberación de glutamato en presenciade ácido araquidónico,el primer objetivo

consistióen determinarsi los efectosde esteagonistaerandebidosa la activaciónde

un receptor metabotrópico.Para ello se diseñaronuna serie de experimentosde

farmacologíaque sedescribena continuación.En primer lugar, se observóque otros

agonistasdel receptormetabotrópicocomo ibotenatoy quisqualatotambiénfacilitan la

liberaciónde glutamato. Así mismo, la potenciaciónde glutamatopor (lS,3R)ACPD

no fue abolida en presencia de los antagonistasselectivos de los receptoresde

glutamatodel tipo ionotrópico, AP5 y CNQX (Davies y cols. 1981, Honoré y cols.

1987), comoseobservaen la figura 25.

-AA

l1S.3R> ACPD

(1R,3s) ACPD
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Figura 24. Curva concentración-respuesta de (1S,3R)ACPD en la liberación de glutamato
dependiente de Ca2~ inducidapor 4-anúnopiridina. Los sinaptosomasde la fracciónP

2 (O,67mg/ml)
se resuspendieronen medio Ellios con ESA (Img/mI) y se incubarona 37W duranteunahora. A
continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(O,67mg/ml) en
medio Elliots sin ESA. lml de estasuspensiónse utilizó paradeterminarla liberaciónde glutamato.La
liberaciónde glutamatodependientede Ca

24 se determinopor la diferenciaentre la secreciónobtenida
en los 5 minutossiguientesa la despolarizaciónen presenciade CI

2Ca l.33mM y en un medio con una
lCa

2~I~~t libre de 200nM. El agonista (IS 3R)ACPD. a diferentesconcentracionesy el ácido
araquidónico.AA (4tM) se afladieron60 s y 30 s respectivamente,antesde la despolarizaciónde los
sinaptosomascon4-aminopiridina(5OMM). La liberaciónde gtutaniatodependientede Ca> control, en
ausenciadel agonista,C y en presenciade AA (100%) corresponde1 20 + O II nnioles/níg de
proteína. Los resultadossonla mediade tresexperimentosindependientes.

Por otro lado, el antagonistano competitivode los receptoresmetabotrópicos

acopladosa la hidrólisis de fosfatidilinostiles, L-AP3, a la concentraciónde 10pM

inhibió totalmente la estimulación de la exocitosis de glutamato inducida por

(1S,3R)ACPD,figura 25. Esteantagonistaha de serutilizado conprecauciónya que

a concentracionessuperiores 100pM. incrementa la liberación de glutamato

citoplésmicoque tiene lugar en ausenciade Ca24extracelular(figura 26). Finalmente,

este receptor metabotrópicopareceestar acopladoa una fosfolipasaC por medio de

una proteínaG, sensiblea la toxina pertusis(Nicoletti y cols. 1988, Schoeppy cols.

1990))ya que el pretratamientode los sinaptosomascon dicha toxina durante2 horas,

bloquea totalmentela potenciacionde la exocitosis por (1S,3R)ACPD,figura 25.

Todos estos resultadossugieren que el receptor de glutamato, presente en los

terminacionessinápticasde cortezacerebralde rata, exhibe las característicastípicas

de un receptormetabotrópico.
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Figura 25. Caracterización farmacológica y bioquímica de la potenciación de la liberación de
glutaniato por (1S,3R)ACPD.Los sinaptosomasde la fracción P2 (0,67mg/ml) se resuspendieronen
medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaronduranteuna hora a 37W. A continuación,se
centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(O.67mg/ml) en medio Elliots sin
ESA, utilizándose[ml de estasuspensiónparadeterminarla liberaciónde glutamato.La liberaciónde
gluramato dependientede Ca> se determinó como la diferenciaentre la secreciónobtenida tras 5
minutosde despolarizaciónen presenciade CI2Ca 1,33mM y en un medio con una [Ca

2*lexí libre de
OOnM. En todoslos experimentos(incluido el control), el ácidoaraquidónico.AA, 2gM se añadió30

s antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-andnopiridina50~M. Los antagonistasde
receptoresde glutamato, CNQX (5PM), APS (l00~M) y L-AP3 (lOgM) se añadierondos minutos
antesde la despolarizaciónde Los sinaptosomas.Los agonistas(IS, 3R>ACPD (tOOMM). ibotenato
(l00~M) y quisqualato(IOOMM) se adicionaronun minuto antesde inducir la despolarización.En los
expenmentoscon toxina pertúsica. (PTX), los sinaptosomasse preincubarondurantedos horas con
PTX (1,5 gg/mgproteína).En los experimentosen los que los sinaptosomasse preincubaronbien con
estaurosporina(St) lOOnM o con el éster de forbol PMA 1pM se precediócomo se describeen la
leyenda de las figuras 14 y 15. Les resultadosson la media ± SEM de tres preparaciones
independientesdesinaptosomas.

La figura 25 muestratambiénque diversostratamientosde los sinaptosomas,

bien con una alta concentraciónde PMA (1pM) para eliminar una gran parte de la

actividad de la proteína quinasaC, bien, con el inhibidor de proteínasquinasas

estaurosporina,eliminan la potenciaciónde la liberaciónde glutamatodependientede

Ca2~ inducidaspor (LS,3R)ACPDy el ácidoaraquidónico.
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Figura 26. El antagonista del receptor metabotrópico L-AP3 aumenta la liberación basal de
glutamato. Los sinaptosomasde la fracción P2 (O,67mg/ml) se resuspendieronen medio Elliots con
ESA (1 mg/mí) y se incubarondurante una hora a 37W. [ml de esta suspensiónse utilizó para
determinar la liberación de glutamatoen un medio con una lCa

2#lexr de 200nM. El antagonistadel
receptormetabotrópico. L-AP3, (10pM ó 100pM) se añadió a los sinaptosomaspolarizadosy la
liberaciónde glutaniato se determinódurante5 minutos,comparándosecon un control en ausenciade
L-AP3. Los resultadossonla mediadedosexperimentosindependientes.

6.2. Papel del ácido araquidónico en la facilitación de la liberación de

glutainato por el receptor metabotrópico.

Como se ha mostrado en la figura 23, la simple activación del receptor

metabotrópicopor (1S,3R)ACPDno es suficienteparala potenciaciónde la exocitosis
de glutamato inducida por 4-aminopiridina, a menos que esté presenteel ácido

araquidónico.Estehechopodríaexplicarsepor la baja sensibilidadde la liberación de
glutamatoal diacilglicerol, el activador fisiológico de la proteínaquinasaC, lo que a

su vez estaríade acuerdocon los resultadosobtenidosen el apartado5, dondehemos
demostradola necesidadde una activaciónsinergísticade la proteínaquinasaC por
los ésteresde forbol y el ácidoaraquidónicoparauna liberaciónóptimade glutamato.

Paracomprobarésto, Los sinaptosomasse incubaronconconcentracionescrecientesde

413-PDBu,en presenciao ausenciade ácido araquidónico,determinándoselos efectos

en la liberación de glutamato dependientede Ca2~. En la figura 27 se pone de
manifiesto la necesidadde altas concentracionesde 415-PDBu {O.5-I,OpM) para

potenciarla liberacionde glutamatodependientede Ca>. En cambio,en presenciade

1OO~.¡M
n
o-
Nc

-J
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ácido araquidónico.concentracionesde 413-PDBu (10-5OnM), que no tenían efecto

algunosobrela exocitosisde glutamato,estimulanahorafuertementela liberacióndel

neurotransmisor.La sustituciónde ácido araquidónicopor metilaraquidonato,que es

menoseficaz que el ácidograsoparaactivar la proteínaquinasaC, anula la capacidad

del ésterde forbol parapotenciarla exocitosisde glutamato.
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Figura 27. El ácido araquidónico incrementa la sensibilidad de la liberación de giutanrnto al ester
de forbol, 48-PDBu. Les sinaptosomasde la fracción P2 (0.67 mg/mi) se resuspendieronen medio
Elliots con ESA (lmg/mi) y se incubarondurante 1 hora a 37W. A continuaciónse centrifugarona
12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron(0,67mg/mi)en medio Elliots sin ESA. [ml de esta
suspensiónse utilizó para determinar la liberación de glutamato. La liberación de glutamato
dependientede Ca

2+ se determinó como la diferencia entre la secreciónobtenida tras 5 minutos de
despolarizaciónen presenciade CI

2Ca 1,33mM y en un medio con un [Ca>] libre de 200nM. El ¿ster
de forbol, 4B-PDEu, a diferentes concentracionesy el ácido araquidónico. AA (2gM) o el
metilaraquidonato,MALA (2PM) se añadieron60 s y 30 s respectivamente,antesde la despolarización
de ]os sinaptosomascon 4-anrinopiridina(SOpM). Los resultadosquese muestranson la mediade [res
experimentosindependientes.

Todos estos resultadossugieren que la potenciación de la exocitosis de

glutamatopor (1S.3R)ACPDen presenciade ácidoaraquidónicoestaríamediadapor
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una activación sinergística de la proteína quinasa C por el ácido graso y el

diacilglicerol generadotras la estimulacióndel receptormetabotrópico.Por tanto, la

proteínaquinasaC sería la proteínaclave del mecanismofacilitador de la liberación

de glutamatoy el ácidoaraquidónicodesempeñaríael papel de sensibilizadorde este

mecanismode transducciónde señales.

6.3. Mecanismode la potenciaciónde la liberación de glutamatopor el

receptor metabotrópico.

En experimentosparalelos,se determinaronel potencial de membranay los

cambiosen la ICa2~I~
1<, con el fin de conocerel mecanismopor el cual (IS,3R)ACPD

potencia la liberación de glutamato. En la figura 28A y C se muestraque el ácido

araquidónicoreduce la despolarizaciónde los sinaptosomasy la elevación en la

[Ca
2~j~

11inducidas por 4-aminopiridina 5OpM. Sin embargo, la adición de

(IS,3R)ACPD,en presenciade ácidoaraquidónico,incrementasustancialmentetanto

la despolarizaciónde los sinaptosomascomo la elevaciónen la [Ca
2~I~

11inducidapor

4-aminopiridina. figura 28B y D. Estosresultadossugierenque el (1S,3R)ACPDy el

ácidoaraquidónico,al igual que los ésteresde forbol, incrementaríanla liberaciónde

glutamatodependientede Ca
2~por una alargamientoo un incrementoen la frecuencia

de los potencialesde acción inducidos por 4-aminopiridina, que tendría como

consecuenciauna mayorentradade Ca2’ en la terminaciónsináptica.

101



8.0

.0
A-su

o,
‘o
c
=
‘u
u
ce
o
‘o
e
1.-
o
=

LA.

6.0

4.0

2.0

0.0

250

i
t

e
A-
‘a

u
o

‘o
6~
o
o

+e.
e
o

200

150

A

o-
4<

‘4<

:to
(‘JI,)

Figura 28. Efectos del agonista nietabotrópico (1S,3R)ACPD y del ácido araquidónico en la
despolarización y en la elevación de la concentración citoplásmica de Ca2~ libre inducidos por 4-
aminopiridina.En la determinacióndel potencialdemembrana(A y E) los sinaptosomasde la fracción
Pz (0,6/mg/mI)se resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/mI) y se incubarondurarneunahora
a 37W. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0,67mg/ml) en medio Elliocs sin ESA en presenciadel CliCa t,33mM y el indicador fluorescente
DisCftS) 5KM. En la determinaciónde la [Ca2~1~~tlibre (C y D), los sinaptosomasde la fracción P

2
(2mg/ml) seresuspendieronen medio Elliots conESA ([mg/mí) y se incubaronconPura2-AM S¿M y
CI2Ca l,33mM durante30 minutos. A continuación,secentrifugarona 12.000xg duranteun minuto y
seresuspendieron(0.67mg/ml)enmedio Elliots sin ESA y en presenciade CI2Ca 1 ,33mM. El agonista
metabotrópico(IS,3R>ACPD(l00~M) y el ácidoaraquidónicoAA (2pM) se adicionaron60 s y 30
respectivamente,antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-aminopiridina (501tM). Los
resultadossonla media±SEM de tresexperimentosdiferentes.
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6.4. El receptor metabotrópico está acoplado a la generación de

diadilgílcerol.

El hallazgo de que el agonista del receptor metabotrópico(1S,3R)ACPD

mimetiza los efectosde la activación de la proteína quinasaC por los ésteresde

forbol, potenciando la liberación de glutamato, hace suponer que el receptor

metabotrópicopresinápticoestáacopladoa la generaciónde diacilglicerol. Con el fin

de confirmarestepunto, determinamossi la activaciónde estereceptormodificabaen

los nivelesintrasinaptosomalesde diacilglicerol.

En la figura 29 se muestraque el agonistametabotrópico(1S.3R)ACPDinduce

un incrementorápido y transitorioen los niveles de diac¡lglicerol, con un máximo en

la respuestaentre 5-10 segundosdespuésde la adición del agonista y con un

incremento de al menos, diez veces sobre los niveles basales.A continuación,los

nivelesde diacilglicerol disminuyenprogresivamente,alcanzándosevalorespróximos

a los basalesdos minutosdespués.

30 -

— 25-
o
E
a
‘3 20-
E
o.

‘3 is-
e

w
u 10
su
o

st

O ¡

0 20 40 80 80 100 120

Tiempo <mcc)

Figura 29. El agonista nietabotrópico (iS, 3R)ACPD incrementa la formación de diacilglicerol en
sinaptosonias.Los sinaptosomasde la fracción P2 (0,67 mg/mI> se resuspendieronen medio de
incubaciónElliots conBSA (lmg/ml) y se incubarona 370 durantedosminutosenpresenciadeCI2Ca
l,33mM. Los niveles de diacilglicerol se estimaronen alícuotasde 500 gIs tomadasantesy a distintos
tiemposdespuésde la adición del agonistametabotrópico(IS,3R)ACPD (10O~¿M) como se describeen
Material y Métodos.Los resultadossonla mediade trespreparacionesdiferentesde sinaptosomas.
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Al igual que en la potenciaciónde la liberaciónde glutamato, la generaciónde

diacilglicerol por la activación del receptor metabotrópico con (IS,3R)ACPD es

dependientede la concentracióncomo se observaen la curva dosis-respuestade la

figura 30. La EC5o obtenidafue de 10pM.
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Figura 30. Curva concentración-respuesta del agonista metabotrópico (JS,3R)ACPD en la
generación de diacilglicerol. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67 mg/mí) se resuspendieronen
medio Elliots con BSA (lmg/mI) y se incubarona 370 durantedos minutos en presenciade CI2Ca
[,33niM. Los niveles de diacilglicerol se determinaronen alícuotastomadas5 s despuésde la adición
de diferentesconcentracionesdel agonistametabotrópico(15,3k) ACPD, como se describeen Material
y Métodos.Los resultadossonla mediadetrespreparacionesdiferentesde sinaptosomas.

En la figura 31 seobservaque otros agonistasdel receptormetabotópicocomo

ibotenato,quisqualatoy el agonistaendógeno,glutamato también, incrementanlos

nivelesde diacilglicerol. Asi mismo, la adición de los antagonistasde los receptores

ionotrópicos de glutamato,AP5 y CNQX no modifican el aumentoen los niveles de

DAG producidospor ACPD. En cambio, L-AP3 y L-AP4, antagonistasno selectivos

de los receptoresmetabotrópicosacopladosa la hidrólisis de fosfatidílinositoles,

bloqueanel incrementoen los niveles de diacilglicerol inducidospor (IS,3R)ACPD.

Por último, la preincubaciónde los sinaptosomascon la toxina pertusis (PTX),

bloqueaparcialmentela respuestadel agonista.

La potenciaciónen la liberación de glutamatopor (1S,3R)ACPDsiemprese

observaen presenciade ácido araquidónicoy por ello nosotroshemossugeridoque

estoesdebidoal requerimiento de unaactivaciónsinergísticade la proteína quinasa

—7 —6 ‘-5 —4 —3
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Figura 31. Caracterización farmacológica y bioquímica de la generación de diaclíglicerol inducida
por el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD.Les sinaptosomasde la fracción P2 (O.67mg/rnl) se
resuspendieronen medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se incubarondurantedosminutosen presenciade
CI2Ca 1 ,33mM. Les nivelesde diacliglicerol sedeterminaroncomose describeen Material y Métodos
y las alícuotas se recogieron5 s despuésde la adición de los agonistas(IS,3R)ACPD (100pM).
glutamato (100pM). quisqualato(100pM) e ibotenato(100pM). Los antagonistasde los receptoresde
glutaniato.CNQX (5pM), AP5 (100pM), L-AP3 (10pM) y L-AP4 (100pM). se añadieronun minuto
antes de la adición del agonista(IS,3R)ACPD. En los experimentosrealizadospara determinaruna
posibleacciónagonistade L-AP3 y L-AP4, se recogieronlas alícuotasun minuto despuésde la adición
de los ligandosa las concentracionesindicadas.En los experimentoscon ionomicina. las muestrasse
recogierondos minutosdespuésde la adicióndel ionóforo de Ca

2#. En los experimentoscon toxina
pertúsica (PTX). los sinaptosomasse preincubarondurantedos [loras con PTX (1.5 gg/mg de
proteína).Los resultadossonla media ±SEM de trespreparacionesde sinaptosomasindependientes.

C por el diacilglicerol y el ácido araquidónico.Sin embargo,el ácido araquidónico

podría actuar también a nivel del complejo receptor-proteínaG-fosfolipasa C,

modificando la generaciónde diacilglicerol inducida por el agonistametabotrópico.

Para descartarun posible efecto del ácido araquidónicoen la respuestadel receptor

metabotrópicose realizaronexperimentosde generaciónde diacilglicerol en presencia

o ausenciade ácidoaraquidónico.
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En la figura 32 se observaque la despolarizaciónde los sinaptosomaspor 4-

aminopiridina5OpM incrementaligeramentelos nivelesde diacilglicerol con respecto

a un control con sinaptosomaspolarizados,hasta7.01 ±1.67 pmoles/mgde proteína.

El ácido araquidónico no altera los niveles de diacilglicerol en sinaptosomas

polarizados o despolarizadoscon 4-aminopiridina 5OpM. El ácido araquidónico

tampocoaltera los niveles de diacilglicerol obtenidostras la activación del receptor

metabotrópicocon (IS.3R)ACPD ni en sinaptosomaspolarizados,ni en sinaptosomas

despolarizadoscon 4-aminopiridina5OgM. Estosresultadossugierenque la accióndel

ácidoaraquidónicoen la potenciaciónde la liberaciónde glutamatopor (1S,3R)ACPD

tendría lugar en algún paso posterior al complejo formado por el receptor

metabotrópico-proteinaG-fosfolipasaC.
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Figura 32. El ácido araquidónico no modifica la generación de diaclíglicerol inducida por
(IS,3R)AC?D. Los sinaptosomaspurificados por Percoil (0,2Smg/ml) se resuspendieronen medio
Elliots sin ESA a 370 durantedosminutosen presenciade CI2Ca l,33mM. El ácido araquidónico,AA
(2pM) y/o la 4-aminopiridina se añadieron 30 s antes del agonista metabotrópico. En aquellos
expenruentosen los que se determinóla generaciónde diacilglicerol por el ácido araquidónicoy/o la
despolarizacióncon 4-aminopiridina, las alícuotasse recogieron5 s despuésde estasadiciones.Los
resultadossonla media±SEM de tresexperimentosdiferentes.
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6.5. Desensibilización del receptor metabotrópico: implicación de la

proteínaquinasaC.

Recientementese ha descrito que la exposicióncrónica a glutamato de los

receptoresmetabotrópicosacopladosa la hidrólisis de fosfatidílinositoles,conlíevaun

procesode desensibilizaciónde los mismos y que esteefecto es mimetizadopor los

ésteresde forbol (Canonicoy cols. 1989, Manzoni y cols. 1990). En relación con

ésto, el siguiente objetivo que nos propusimosfue investigar si la activación de la

proteína quinasa C estabatambién implicada en la desensibilizacióndel receptor

metabotrópico facilitador de la liberación de glutamato en las terminaciones

sinápticas.Para ello, los sinaptosomasse incubaroncon el ésterde forbol 411-PDBu

lOnM durante10 minutos antesde la adición de (15,3R)ACPD y ácidoaraquidónico,

determinándosea continuación, de forma paralela, la liberación de glutamatoy los

nivelesde diacilglicerol. Como control,seutilizó el ésterde forbol inactivo 4a-PDD.

En la figura 33 seobservaque la activaciónprevia de la proteína quinasaC

con 413-PDBu suprimetanto la potenciaciónde la exocitosisde glutamato inducidapor

(IS,3R)ACPDy ácido araquidónico,como la generaciónde diacilglicerol inducida

por el agonistametabotrópico(1S,3R)ACPD; en cambio, el esterde forbol inactivo

4cx-PDD no modificó la respuestade los sinaptosomassiendo ésta igual a la de los

sinaptosomascontrol estimuladospor (1S,3R)ACPD.

La activacióndel receptormetabotrópicogeneradiacilglicerol, el cual activa a

la proteína quinasaC. Con el propósito de comprobarsi la activación del receptor

metabotrópico por un agonista también ponía en marcha el mecanismo de

desensibilización,los sinaptosomasse incubaronduranteun minuto en presenciade

concentracionescrecientesde glutamato,desde 1 hasta500 pM. A continuación,se

lavaronpor centrifugaciónpara eliminar el excesode glutamatoy se determinó la

respuestaa una segundaestimulación, midiendo los niveles de diacilglicerol a los 5

segundos de la adición del agonista(1S,3R)ACPD.En la figura 34 se muestranlos

resultadosobtenidos.La exposiciónde los sinaptosomasa bajas concentracionesde

glutamato (1-5OgM) no producen un cambio significativo en los niveles de

diacilglicerol generadospor (1S,3R)ACPD. Sin embargo, tras la exposiciónde los

sinaptosomasa concentracionesde glutamatode 50-500MM se observauna drástica

disminución. El mismo experimentorealizadoen presenciade ácido araquidónico

(figura 34) ponede manifiestoque la desensibilizacióndel receptor tiene lugara
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Figura 33. Los ésteres de forbol previenen la generación de diacilglicerol y la potenciación de la
liberación de glutamato inducida por (IS,3R)ACPD. Les sinaptosomas de la fracción P=se
resuspendieron(0,67 mg/mI) en medio Elliots con ESA (Img/ml) y se preincubaronduranteuna hora
(control). En otraserie de incubacionesa los 55 minutos se añadieronlosésteresde forbol. 4B-POBuó
cx-PDD a la concentraciónde lOnM y se prosiguió la incubación durante otros 5 minutos. A
continuación,todaslas suspensionesdesinaptosomasse centrifugarona 12.000xg duranteun minuto y
se resuspendieron(0,67mg/mi) en medio de incubaciónElliots sin ESA. Imí de estasuspensiónse
utilizó para determinarla liberación de glutamatodependientede Ca> y que se estimó como la
diferenciaentreLa secreciónobtenidatras 5 minutos de despolarizacioncon 4-aminopiridina5OpM en
presenciade CI2Ca 1,33mM y en un medio de incubacióncon una [Ca

2~lexilibre de 200nM. El ácido
araquidónico.AA (2pM) y el agonistametabotrópico(IS,3R)ACPD (100pM) se añadieron60 y 30
antesde la despolarizaciónde los sinaptosomas.Los niveles de diacilglicerol (E) se determinaronen
sinaptosomastratadoscomo se ha indicado anteriormente,en alícuotasrecogidas5 s despuésde la
adición de (IS,3R)ACPD (100pM) tal y comose describeen Material y Métodos. Los resultadosque
se muestranson la media±SEM de treso cuatroexperimentosindependientes.

concentracionesde glutamato entre 5-50$M. Estos resultados sugieren que la

activación de la proteínaquinasaC por el propio receptor metabotrópicoejerce un

control negativo sobre la actividad del receptor, seguramentepor un proceso de

desensibilización.

Por último, diseñamosun experimentopara estudiarla posible reversibilidad

del procesode desensibilización.Con estefin, los sinaptosomasse incubarondurante
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Figura 34. La preincubacién de los sinaptosomas con altas concentraciones de glutamato
disminuye la respuesta generadora de diaclíglicerol del agonista (IS,3R)ACPD. Los sinaptosomas
de la fracción P2 se resuspendieron(0,67 mg/mI) enmedio Elliots sin ESA con CI2Ca 1,33 mM y se
preincuharoncon concentracionescrecientesde glutamato duranteun minuto en ausencia(9> o en
presenciade ácidoaraquidónico,AA (2pM) (U que se añadió30 santesde la adiciónde glutarnato. A
continuación las suspensionesse centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto para eliminar el
glutamatoy se resuspendieron(0,67 mg/mI) en medio de incubaciónque conteníaCI2Ca 1.33 mM.
Despuésde 2 minutos de incubaciónlos sinaptosomasseestimularoncon (IS,3R)ACPD(100pM), se
recogieronalícuotas5 s despuésde la adición del agonistay los niveles de diacilglicerol se estimaron
como se describeen Material y Métodos. En los experimentosen los que sinaptosomasfueron
estimuladoscon lonomicina, las alícuotasse recogieron120 s despuésde la adición del lonóforo de
Ca>. Los resultadosson la mediade tres experimentosindependientes.

un minuto con (IS,3R)ACPD I00¡íM centrifugándosea continuación,paraeliminar el

agonista.La aplicaciónde un segundoestímulode (1S,3R)ACPDse realizó a distintos

tiemposdespuésde la primera estimulaciónparapermitir la recuperacióndel receptor

desensibilizado.En la figura 35 se muestraque inmediatamentedespuésde la primera

estimulación,no hay una respuestadel receptora un segundoestímulo.Sin embargo,

a los diez minutos despuésde la primeraestimulaciónse observauna recuperación

gradualde la respuesta,que estátotalmentereestablecidaa los 30 minutos. La adición

de un inhibidor de las proteínasfosfatasascomo el ácido okadaico, (Cohen y cols.

1990) 5 minutosantesde la segundaestimulación,previenetotalmentela recuperación

de la respuesta,(figura 35). Estos resultadosindican por tanto que fosfatasassensibles

10pM lo

i
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al ácidookadaicoparticipanen la recuperacióndel receptormetabotrópicodel estado

desensibilizado
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Figura 35. Recuperación de la respuesta generadora de diacilglicerol de los sinaptosomas
preincubados con el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD. Los sinaptosomasde la fracción Pz, se
resuspendieron(0,67mg/ml) en medio Elliots con ESA (lmg!mI) enpresenciade CI2Ca 1,33mM y se
estimularonunavez con (IS,3R)ACPD(100pM), recogiendosealícuotasa 5 sdespuésde la adicióndel
agonistay los nivelesde diacilglicerol se estimaronsegún se describeen Material y Métodos,control
<C). En el restodelos ensayos~ los sinaptosomasse preincubaroncon (IS,3R)ACPD 100pM durante
un minuto y secentrifugarona 12.000 xg duranteun minuto. Los sinaptosomasse resuspendieron(0,67
mg/mí) en un medio de incubaciónconCltCa 1,33 nÚ%4 y seestimularonde nuevoa distintosintervalos
de tiempo desdela primera estimulacióncon (1S,3R)ACPD(100pM>. Los niveles de diacilglicerol se
determinaronen aJicuotasrecogidas5 s despuésde la segundaestimulación.En algunosexperimentos.
los sinaptosomasse incubaroncon ácido okadaico<e) (0.1 pM) que se añadió5 minutos antesde la
segundaestimulación.Los resultadossonla media±SEM de tresexperimentosindependientes.

6.6. Movilización de Ca
2~ intrasinaptosomal por el agonista del receptor

metabotrópico (1 S,3R)ACPD.

La estimulaciónde los receptoresmetabotrópicosacopladosa la hidrólisis de

fosfatidílinositol, generadiacilglicerol, que activa la proteínaquinasae inositol 1,4,5

trifosfato, IP
3, quemoviliza Ca

2# de compartimentosintracelulares(Murphy y Miller

1988. Adamsony cols. 1990).

0 0 10 20

(Acido Okadaico)
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Con el fin de demostrarla posibleexistenciade la ramametabólicadel IP3 en

las terminacionessinápticas,determinamoslos efectosde la estimulacióndel receptor

metabotrópico, en la concentración citosólica de Ca> en ausencia de Ca>

extracelular, como indicador de la movilización de Ca> de los compartimentos

internossinaptosomales.En presenciade CI2Ca l,33mM en el medio extracelular,la

incubación de los sinaptosomasdurante3 minutos con (IS,3R)ACPD no produjo

cambio alguno en la [Ca
2~]cir figura 36A. La adición posteriorde 4-aminopiridina

SOpM, produce un incremento en la [Ca2~]~~
1de 44 ± 5.2 nM debido a la

despolarizacióny a la entradade Ca> del medio extracelulara travésde canalesde

Ca
2~ sensiblesa voltaje. El ionóforo de Ca>, ionomicina indujo un aumentode 154

+ 10.3 nM, figura 3613 sobrelos niveles basales.En ausenciade Ca> extracelular,

figura 36C. el agonistametabotrópico(15,3R)ACPDtampocoproduceun incremento

en la ICa2~1cít y en este caso y como era de esperar, la despolarizaciónde los

sinaptosomascon 4-aminopiridina tampoco incrementa la [Ca2~j
0±~. En estas

condiciones, ionomicina indujo un incrementoen la [Ca
2~]~~~de 24 + 6.3 nM, de

menor intensidadque en presenciade Ca> extracelularque podríaser debidoa una

movilización de Ca> de los depósitos intrasinaptosomales(figura 36D), pero cuya

naturalezano es posibleidentificar con el presentediseñoexperimental.
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Figura 36. Efecto del agonista metabotrópico (LS,3R) ACPD sobre la concentración citosólica de
Ca2±libre. Les sinaptosomasde la fracciónP

2 se resuspendieron(2mg/mI) en medio de incubación
Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaroncon Fura 2-AM 5pM y CI2Ca 1 ,33mM durante 30
minutos a 37W. A continuaciónse centrifugarona 12.000 xg duranteun minuto y se resuspendieron
(O,67íi¡g/nil) en medio Elliots enpresenciadeCI2Ca 1 ,33mM (A y E) ó en un medio de incubaciónen
el se manteníauna [Ca>lext libre en 200 nM (C y D). El agonista(IS,3R)ACPD(100pM) se añadió3
minutos antesde la despolarizaciónde los sinaptosomascon 4-axninopiridina(SOpM) (A y CII o ccii
ionomicina. lo (10pM) (E y O). Los resultadossonLa mediade tresexperimentosindependientes.
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1. La proteína quinasa C potencia la exocitosis de glutamato a través de la

inhibición de un canal de K~ con características similares al rectificador

retrasado.

Como se ha señaladoen la Introducción, la activaciónde la proteínaquinasaC

presinápticaaumenta la liberación de una gran variedad de neurotransmisores,

incluido el glutamato. Sin embargo,el gradode potenciaciónobservadovaríasegúnel

tipo de preparaciónque se utilize. Así, en sinaptosomasde hipocampo,de cerebro

enteroó de cortezacerebral, la activación de la proteínaquinasaC por los ésteresde

forbol muestrasolo un efectomarginal (10-30%)en la liberación inducidapor CIK ó

veratridina, que como es sabido, causan una despolarizaciónpermanentede la

membranaplasmática(Lynch y Bliss, 1986, Nichols y cols. 1987. Diaz-Guerray

cols. 1988). Estos resultados contrastan con el incrementode 2 ó 3 veces en la

liberación de neurotransmisoresobservadoen los cortes de cerebro estimulados

eléctricamente(Malenkay cols. 1986, Huangy cols. 1988, Gerber y cols. 1989). De

estos resultadosparecededucirse,por un lado, que el grado de potenciaciónde la

liberación de neurotransmisorespor la activación de la proteínaquinasaC, depende

del estímuloutilizado, y porotro lado, que aquellosestímulosque mejor simulan las

condicionesde estimulaciónrepetiday transitoriaque tiene lugar “in vivo son más

eficaces.Numerososestudioselectrofisiólogicosrealizadosen los cuerposneuronales

demuestranque la proteínaquinasaC modula canalesde Ca> y K~ (Barabany cols.

1985, De Reimar y cols. 1985, Brown y cols. 1989, Werz y Macdonal 1987), sin

embargo, el mecanismopresinápticode potenciación de la neurosecreciónno es

conocido por las dificultades que conlíeva el estudio de los flujos iónicos y de la

secreciónacopladaa Ca> en los terminacionessinápticas.

Tibbs y cols. han descrito, recientemente,la capacidadde 4-aminopiridina,

para inducir despolarizacionestransitoriasy repetidasen los terminacionessinápticas,

permitiendoestimular los sinaptosomasen unascondicionesmás próximas a las que

tienen lugar ‘in vivo”, evitando así, la despolarizaciónpermanenteque causa las

elevadas concentracionesde CIK (Tibbs y cols. 1989 a). En nuestro trabajo

mostramosque la activación de la proteínaquinasaC por el esterde forbol 43-PDBu

estimula,en un 200% la exocitosisde glutamato inducidapor 4-aminopiridina. Estos

datos son de magnitudsimilar a los obtenidosen los cortesde cerebroestimulados

eléctricamente,y contrastancon el ligero incrementode la exocitosis (20%) que se

obtieneen los sinaptosomasestimuladoscon CIK (figuras lA y C).
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El mecanismopor el cual la activación de la proteína quinasaC potencia la

exocitosis de glutamatose puedeanalizar comparandolos efectos inducidospor 4-

amínopiridinacon los de unaaltaconcentraciónde CIK. En los experimentoscon CIK

se pueden observar aquellos mecanismosmoduladoresde la liberación que están

basados, bien en el control de los canales inactivables de Ca>, bien en el

acoplamientoentre exocitosisy Ca>. Por el contrario, aquellosmecanismosque se

basanen el control de los canalestransitoriosde Na~ y K~, sólo seránobservablesen

las condicionesde despolarizacionestransitoriasinducidaspor 4-aminopiridina.pero

no durante la despolarizaciónpermanenteproducidapor CIK. Aunquese ha descrito

que la liberación de glutamatovesicular estáfuertementeacopladaa la entradade

Ca> por los canalesde Ca> sensiblesa voltaje (McMahon y Nicholís 1991), y que

en cuerposneuronalesla proteínaquinasaC modula canalesde Ca>, (De Reimary

cols. 1985, Kaczmarek1987, Strong y cols. 1987), aumentandola entradade dicho

ión: sin embargo,éste no pareceser el mecanismoresponsablede la modulación

positiva de la exocitosis de glutamato, ya que si así fuera, deberíaobservarseuna

fuerteestimulación,por los ésteresde forbol, de la liberación inducidapor CIK. Al

contrario, la activación de la proteínaquinasaC apenasincrementala liberación de

glutamato estimulada por CIK, de acuerdocon resultadosprevios obtenidos en

sinaptosomasde cerebrode cobaya(Barriey cols. 1991)

El hechode que los ésteresde forbol potencien la exocitosis de glutamato

(figura lA) y la despolarización(figura 2D) en sinaptosomasestimuladospor 4-

aminopiridinaindica, por un lado, que los efectosmoduladoresde la proteínaquinasa

C podríanestar basadosen el control de canalestransitorios, y por otro lado, que

estoscanalespodríansercanalesde K~. Así, una inhibición por proteínaquinasaC de

los canalesde K~ implicadosen el control de la duraciónde los potencialesde acción

iniciados por 4-aminopiridina. aumentaría la despolarización de la población

sínaptosomal,como consecuenciade un alargamientode los potencialesde acción

individuales. La mayor despolarizaciónconllevaríauna mayor entradade Ca2~, ya

que los canales de Ca> acopladosa la exocitosis no se inactivan por voltaje

(McMahon y Nicholís, 1990) lo que a su vez, incrementaríala exocitosis de

glutamato. En este sentido hay que señalar, que son numerososlos trabajos que

describen modulación de canales de K+ por proteína quinasa C en diversas

preparaciones,como cultivos de neuronas,(Barabany cols. 1985, Higashiday Brown

1986, Gerber y cols. 1989), células gliales (Akerman y cols. 1988, Enkvist y cols.

1989), sinapsisgigantede calamar(Ossesy cols. 1989) y en sinaptosomas(Colby y

115



Blaustein 1988). El pequeñotamañode las terminacionessinápticasimpide el estudio

por la técnicade grapadode membrana‘patch clamp’ de las corrientesiónicas, lo que

ha dificultado la caracterizaciónde los flujos iónicos de la presinapsisen general,y de

los canalesde K~, en particular. Por ello, resulta difícil obtener pruebasdirectas

acercadel tipo de canalde K~, que controla la proteínaquinasaC que esresponsable

de la modulaciónde la exocitosisde glutamato.

En la preparaciónde sinaptosomasel canal de K~ mejor caracterizadoes el

canal de K~ denominado‘A que es bloqueadopor 4-aminopiridinay dendrotoxina

(Tibbs y cols. 1989 b). También se ha descrito la presenciade canales de K~

activadospor Ca> de alta y bajaconductancia,así como canalesde K~ tipo l~ o

rectificador retrasado(Bartschaty Blaustein 1985). Es obvio señalarque el canal de

Kt tipo 1A. no es responsablede los efectosmoduladoresobservados,ya que este

canal se encuentra bloqueado en presencia de 4-aminopiridina, justamente la

condiciónen que se observala facilitación de la secreciónde glutamato. Los canales

de Kt sensiblesa Ca>, tampocoparecenser los responsablesdel incrementoen la

exocitosis de glutamato, ya que, se ha observadoque la apamina,un bloqueante

específicode los canalesde K~ sensiblesa Ca> de bajaconductancia,no tiene efecto

alguno ni en la liberaciónde glutamato, ni en la elevaciónde la [Ca2*]citinducidapor

4-aminopiridina en sinaptosomasde cortezacerebral de cobaya(Tibbs y cols. 1989

b). Además, y a pesarde que el bloqueantede los canalesde K~ sensiblesa Ca> de

alta conductancia,charybdotoxina,incrementala [Ca2~I~~ten sinaptosomas(Tibbs y

cols. 1989 b) y en otras preparacionesneuronales(Barabany cols. 1985, Robitalle y

cols. 1992), hay queseñalarque Barrie y cols. han observadoque el incrementoen la

despolarizaciónobtenida en presenciade los ésteresde forbol es insensiblea Ca>

(Barrie y cols. 1991).

No sedisponepor el momentode un bloqueanteespecíficoparael canalde K~

tipo l~ o rectificadorretrasadoque intervieneen la terminaciónde los potencialesde

acción. Este canal pareceser el más firme candidatopara la acción de la proteína

quinasaC ya que se trata de un canal transitorioque no operaen la despolarización

mantenidapor CIK, pero si en las despolarizacionesrepetitivas inducidas por 4-

aminopiridina. En este sentido, experimentosrealizadosen sinaptosomas con el

trazador radiactivo 86Rb han puestode manifiesto que el activador de la proteína

quinasaC diacilglicerol, inhibe una corrientede K~, sensiblea voltaje y lentamente

inactivable,y que farmacológicamentesecorrespondea la corriente mediadapor un
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canalde K~ del tipo rectificadorretrasado(Colby y Blaustein1985). Así mismo,este

canalde K~ esbastanteinsensiblea 4-aminopiridinaya que permaneceactivo cuando

el canal de K~ tipo ‘A es bloqueadopor este agente (Cook 1988). Finalmente,

estudios de electrot’isiología realizados en el axón gigante del calamar, han

demostradoque el canalde K~ del tipo rectificadorretrasadojuegaun papelclave en

el control de la liberaciónde neurotransmisores,regulandola duración del potencial

de accióny la entradade Ca> en la presinapsis(Agustine 1990).

Aunquelos datosdisponiblesseñalana un canal de K~ como posibledianade

las accionesde la proteínaquinasaC en el control de la exocitosisde glutamato.otros

mecanismosno se pueden descartarhastadisponer del análisis por la técnica de

grapadode la membrana“patch clamp” de las corrientesde K+ presinápticas.En este

sentido experimentos de expresión en células ováricas del Hamster chino, han

demostradoque la activaciónde la proteínaquinasaC tienedosefectosopuestossobre

los canalesde Na~ tipo líA, disminuyendola amplitud del pico. y enlenteciendola

inactivaciónde dicho canal (Numanny cols. 1991).

2. El ácido araquidónico inhibe la exocitosisde glutamato por un mecanismo
independientede la proteína quinasa C.

Los ácidosgrasosen general, y el ácido araquidónicoy sus merabolitosen

particular, constituyenuna nueva clasede segundosmensajeroscon capacidadpara

modular la actividad de canales iónicos, de proteínasquinasasy la liberación de

neurotransmisores(Piomelli y Greengard 1990). El ácido araquidónico puede

generarsepor estimulaciónde receptoresacopladosa la fosfolipasaA2 e hidrolisis de

glicerolípidos, liberandoseel ácido grasode la posición2 y un lisofosfolípido (Felder

y cols. 1990). En diversoscultivos neuronales,se ha observadoque el glutamato, a

través de la activación de receptoresde los tipos NMDA y metabotrópico,también

induce la formación y liberación de ácido araquidónico por activación de una

fosfolipasaA2 (Lazarewiczy cols. 1988, Dumuis y cols. 1988, Aramori y Nakanishi

1992). Así mismo, se ha descrito la formación de ácido araquidónicoa partir dcl

diacilglicerol formado por hidrólisis de fosfatidílinositol por la fosfolipasa C y

posterior hidrolisis del diacilglicerol por acción de una diacilglicerolipasa,

generándoseácidoaraquidónico(Irvine 1982).



En la preparación de sinaptosomas el ácido araquidónico, a bajas

concentraciones(0,1-10KM), inhibe la exocitosis de glutamato inducida por ~-

aminopiridina, pero carece de efecto sobre la liberación obtenida con altas

concentracionesde CIK (figuras 9A y C). Estaacción inhibidora es consecuenciade

una reducción en la elevaciónde la [Ca21-I~~
1,que a su vez se explicaríapor una

disminución de la despolarizacióninducidapor 4-aminopiridina. El hechode que las

acciones de ácido araquidónico no se observen en las condiciones de una

despolarizaciónpermanenteque produceCIK sugiere,que la modulaciónde canales

transitorios son los responsablesde las accionesinhibidoras del ácido graso, y mas

concretamente,los canalesde K~ que controlan la duración de los potencialesde

acción inducidospor 4-aminopiridina. De estamanera,una reducciónen la duración

de los mismos, limitaría la entradade Ca> y la liberación de neurotransmisor.En

este sentido, son numerosaslas evidencias que muestranla capacidaddel ácido

araquidónicoy/ó sus metabolitos para modular corrientesde Na~, Ca> y K~ en

diversaspreparaciones(Ordawayy cols. 1989, Ordawayy cols. 1990, Keyser y Alger

1990. Ehrengrubery Zahíer 1991). En neuronasde hipocampo,el ácido araquidónico

incrementala permeabilidada ionesK~, reduciendola excitabilidadcelular (Moore y

cols. 1988, Premkumary cols. 1990). En el mismo sentido, se ha observadoen

Aplvsia Cahfornica que el ácido araquidónicoy su metabolito 12-HPETE, activan

canales de K~ tipo L, reduciendo la liberación de neurotransmisoresa nivel

presináptico(Piomelli y cols. 1987a, Piomelli y cols. 1989, Buttnery col. 1989).

La acción inhibidora del ácido araquidónicosobre la exocitosis de glutamato

estáen desacuerdocon una seriede estudiosrealizadosen sinaptosomasde hipocampo

en los que se muestraque altasconcentracionesde ácidoaraquidónico(en el rango de

30 a 400gM) aumentanla liberaciónde esteneurotransmisorinducidapor CIK (Lynch

y Voss 1990). Ahora bien, en estosestudiosno se ha hecho un control de la posible

accióndetergentede los ácidosgrasos,de maneraque la suspuestapotenciaciónde la

exocitosis, seria simplemente un desplazamientode glutamato citoplásmico por

pérdidade la integridad de la membranasináptica,ya que segúnnuestrosresultados

concentracionesde ácido araquidónicosuperioresa 3OMM incrementanla liberación

basal de glutamato, siendo esteefecto paralelo al incremento en la actividad del

enzimaláctico deshidrogenasasinaptosomalen el medio de incubación, indicativo de

la pérdidade integridaddel sinaptosoma.
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La acción inhibidora del ácido araquidónicosobre la exocitosisde glutamato

no pareceser la consecuenciade la inhibición por esteácidograsodel transportador

de glutamatodependientede Na~ de la membranaplasmática,como se ha demostrado

en sinaptosomas(Volterra y cols. 1992) y en células gliaresde salamandra(Barboury

cols. 1990). Si esto fuera así, la inhibición del sistema de transporte debería

manifestarsecomo un incremento en la liberación de glutamato independientede

Ca2~, y en nuestrapreparación,concentracionesde ácido araquidónico(O,1-IOMM)

que inhibe significativamentela exocitosis, no afectala liberaciónCa> independiente

del neurotransmísor.

Los experimentosrealizados con tetraetilamonio y con ésteres de forbol

proporcionandos pruebasadicionales, aunqueno definitivas, acercade que la acción

inhibidora del ácidoaraquidónicoestámediadapor la activación de un canal de K~

del tipo rectificadorretrasado.La alquilamina, tetraetilamonio,por su capacidadpara

bloquearlos canalesde K~ que controlanla duracióndel potencialde acción,produce

en sinaptosomascontrol, aumentosen la liberaciónde glutamato, en la [Ca2~j~~
1y en

la despolarizacióninducidas por concentracionessubmáximas de 4-aminopiridina.

Estosefectosson debidosa la acción bloqueantede tetraetilamonio,sobrelos canales

de K>, lo que enlentecela repolarización, alargandopor tanto, la duración del

potencial de acción (Bartschat y Blaustein 1985). Como era de esperar,

tetraetilamonioes capazde revertir las acciones inhibidoras del ácido araquidónico

sobre la liberación de glutamatoy demásparámetrosantesseñalados.Por otra parte,

los ésteres de forbol, que tienen efectos similares a tetraetilamonio sobre los

parámetrosde liberación, tambiénson capacesde revertir las accionesinhibidoras del

ácido graso. Este resultadoapoyaríala conclusiónde que el ácido araquidónicoy la

proteínaquinasaC actuaríansobrela misma diana, un canal de K~ con características

similares al rectificadorretrasado.Ahora bien, mientrasque el ácidograsoactivaríael

flujo de K~, acortandolos potencialesde acción,la proteínaquinasaC reduciríadicha

corrientede K~, alargandolas despolarizaciones,lo que se traduciríaa su vez en una

reduccióny potenciación,respectivamente,de la liberaciónde neurotransmisor.

Los efectosopuestosdel ácidoaraquidónicoy de la activación de la proteína

quinasa C por los ésteresde forbol en la exocitosis de glutamato, indicarían, a

primeravista, queesteenzimano media las accionesdel ácido graso.Sin embargo,la

demostraciónde que algunosisoenzimasde la proteínaquinasaC como la isoformaY,
puedenseractivadaspor el ácidoaraquidónicoy el ácidooleicoenausenciade Ca- y
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fosfolípidos (Murakami y Routtenberg1985, Murakami y coIs. 1986, Shearmany

cols. 1991), junto a la presenciade este isoenzimaen las terminacionessinápticasde

cortezacerebral (Shearmany cols. 1991 a). nos llevaron a realizar una serie de

experimentoscon el fin de demostrarque la inhibición por el ácido araquidónicoera

independientede proteína quinasaC. Nuestros resultadosconfirman que. si bien la

estimulación de la exocitosis de glutamato por ésteresde forbol se pierde con

tratamientoscomo la eliminación parcial de la actividadde la proteínaquinasaC ó la

presenciadel inhibidor de proteínasquinasasestaurosporina,el efecto inhibidor del

ácido araquidónicoes insensiblea estos tratamientos.Además, el metilaraquidonato,

que es muchomenoseficaz que el ácidoaraquidónicopara activar la proteínaquinasa

C. tambiéninhibe la exocitosisde glutamato. Una explicaciónalternativapodría ser

queel ácidoaraquidónicoó algunosde sus metabolitosoxigenados,modulasende una

forma directa los canales presinápticosde K~, como se ha demostradoen otras

preparacionescomo en neuronasde Aplysia (Piomelli y cols. 1987 b), en células

atriales de corazón(Kim y cols. 1989), y en células de la musculaturalisa gástrica

(Ordway y cols. 1989).

El ácido araquidónico tiene una vida muy corta, siendo rápidamente

metabolizadoa productosoxigenadospor distintos sistemasenzimáticos (Shimizu y

Wolfe 1990). El sistemaenzimáticomás importanteen el SistemaNerviosoCentral es

el sistemaIIipooxigenasay algunosdatos indican que varios metabolitosformadosen

estavía de metabolización,fundamentalmente12-HPETE y 12-HETE y no el ácido

araquidónico, son los responsables de la modulación de la liberación de

neurotransmisores.En la preparaciónde sinaptosomasde cortezacerebral de rata, la.

presencia de los inhibidores de las vías de metabolización ciclooxigenesa y

monooxigenasa, indometacina y ácido norhidroguayarético, respectivamente,no

anulanel efecto inhibitorio del ácidoaraquidónicosobrela exocitosisde glutamato. lo

quepareceindicar que enestecaso,el propioácido grasopareceset el responsablede.

la acción inhibidorasobrela exocitosisde glutamato.

3. Activación sinergísticade la proteína quinasa C, papel de los ácidos grasos

insaturados.

La proteínaquinasaC esuna familiade isoenzimascompuestapor 10 proteínas

estructuralmenterelacionadas,pero con diferencias importantes en cuanto a su
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distribución tisular y modo de activación (Nishizuka 1992). Estudiosbioquímicos e

inmunocitoquimicos demuestran que las terminaciones sinápticas contienen las

isoformasde proteínaquinasaC a, fi, Y y e (Shearmany cols. 1991 a, Saito y cols.

1993). Con la excepciónde la isoforma e que no requiere Ca>, las demás son

activadaspor Ca>, fosfatidílserinay diacilglierol, y estaactivaciónse incrementaen

presencia de ácido grasos cís-insaturados(Nishizuka 1992). Las terminaciones

sinápticas también contieneel isoenzima ~ (Terrian y cols. 1993), que aunquees

activadopor fosfatildílserinay ácidosgrasos,no seafectani por diacilglicerol ni por

ésteresde forbol ni por Ca> (Nishizuka 1992).

La facilitación de la exocitosis de glutamato por activación de la proteína

quinasaC requiere concentracionesrelativamentealtas de ésteresde forbol (0.5-

lgM), lo que indicaríabien, una baja sensibilidaddel isoenzimade proteínaquinasa

C acoplado a la liberación de glutamato a los ésteresde forbol, bien, que éstos

compuestosno reproducentotalmente las condicionesde activación de la proteína

quinasaC “in vivo’. Aunqueel presenteestudiono permiteaveriguarqué subespecies

de proteína quinasa C están involucradas en la facilitación de la liberación de

glutamato,ha de tratarsesin duda,de unade las isoformasactivadasporácidosgrasos

insaturados,porque el ácido araquidónicoa bajasconcentraciones(2pM) incrementa

sustancialmentela sensibilidadde la maquinariaexocitóticaa los ésteresde forbol y a

la 1 .3-dioleina (figuras 21 y tabla 4). Estos resultadosestaríande acuerdocon la

capacidadde los ácidosgrasoscís-insaturadosparaaumentarla activacióndependiente

de diaclíglicerol de la proteínaquinasaC (Shearmany cols. 1991 b, Koide y cols.

1992) y sugeriríanal mismo tiempo que la vía facilitadora de la liberación de

glutamato estaría controlado por una isoforma de proteína quinasa C capaz de

activarsesinergísticamenteporácidoaraquidónicoy ésteresde forbol ó diacilglicerol.

4. Receptormetabotrópico de glutamato presináptico acoplado a la activación de

la proteína quinasa C.

Unade las vías de activaciónde la proteínaquinasaC mejor caracterizadaes la

que deriva de la hidrólisis de fosfatidílinositolesde la membranaplasmática,con

generaciónde diacilglicerol y de inositol trifosfato (IP3>. Aunquea nivel postsináptico

se ha demostradoque muchos neurotransmisoresejercen sus accionesmoduladoras

activando estavía de comunicacióncelular, no existenevidenciastan claras a nivel
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presináptico.Si bien, se ha demostradouna generaciónde IP3 y la movilización de

Ca
2~ intracelularacopladaa receptoresmuscarinicos(Audigier y cols. 1988) y a otros

receptores(Adamsony cols. 1990)en sinaptosomas.

En los últimos añosse ha descritoque el ácido glutámico es capazde activar

hastacuatro tipo distintos de receptores,entre los que se encuentranlos receptores

denominadosnietabotrópicos.En estecaso, las accionesdel glutamatoestánacopladas

por una proteína O bien a la activación de la fosfolipasa C e hidrólisis de

fosfoinosítidos(Sladeczeky cols. 1985, Schoeppy Johnson1989, Abe y cols. 1992),

bien a una disminuciónó a un incrementoen los nivelesde AMPC (Schoeppy cols.

1992, Winter y Conn 1992).

Nuestros resultadosmuestranque el agonistamás selectivode los disponibles

para los receptoresmetabotrópicos,(IS.3R)ACPD (Palmery cols. 1989), reproduce

los efectosde la activaciónde la proteínaquinasaC, induciendoun incrementoen la

exocitosis de glutamato, en presencia de ácido araquidónico. Este receptor

presinápticoha sido caracterizadocomopertenecienteal tipo metabotrópicoen basea

observacionesque indican que (1S,3R)ACPDy otros agonistasmenosselectivoscomo

quisqualatoe ibotenato, estimulan la exocitosis de glutamato, y que la adición de

antagonistasselectivosde los receptoresde glutamatoNMDA y AMPA-kainato, y

AP5 y CNQX, respectivamente,no anulan la potenciación de la liberación de

glutamatopor (IS,3R)ACPD. Además,el antagonistano selectivode los receptores

metabotrópicosacopladosa la hidrolisis de fosfoinositídos(Schoeppy Johnson1989,

Schoeppy cols. 1990), L-AP3 anula totalmentela estimulaciónde la exocitosisde

glutamatoinducidapor el agonistaselectivo(1S,3R)ACPD.Finalmente,estereceptor

metabotrópicose encuentraacopladoa una proteínaG sensiblea toxina pertusis.

comoen el casode otros receptoresmetabotrópicosde célulasgranularesde cerebelo

(Nicoletti y cols. 1988), sinaptoneurosomas(Recasensy cols. 1988) y cultivos de

neuronasdel estriado(Sladeczeky cols. 1985).

El hallazgo de que el agonistadel receptor metabotrópico(15,3R)ACPI)

mimetiza los efectosde la activación de la proteína quinasaC por los ésteresde

forbol, sugiere que el receptor metabotrópicodescrito en esta tesis doctoral esta

acopladoa la generaciónde diacilglicerol comosedemuestraen las figuras 27 y 28.

Efectivamente, el agonista (1S,3R)ACPD desencadenaun incremento rápido y

transitorio de los niveles de diacilglicerol, con un máximo entre los 5-10 segundos
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siguientes a la adición del agonista. El incremento transitorio de los niveles de

diacilglicerol producido por el agonista (1S,3R)ACPD sugiere una hidrolisis de

fosfoinositidosmediadapor una fosfolipasaC y no a una hidrolisis de fosfatidilcolina

por acción de una fosfolipasa D y posterior hidrolisis del ácido fosfatídico por la

fosfohidrolasa.Aunque la fosfolipasaD estápresenteen los sinaptosomas(Chalifa y

cols. 1990) y se ha descritola existenciade receptoresmetabotrópicosacopladosa la

activación de fosfolipasa D (Ross y cols. 1993), estasegundavía de generaciónde

diacilglicerol pareceestar implicada en una activación más tardía y duraderade la

proteínaquinasaC (Nishizuka 1992).

Si el diacilglicerol es el activador fisiológico de la subespeciede proteína

quinasaC acopladaa la exocitosisde glutamato,cabriaesperaruna potenciaciónde la

liberación del neurotransmisortras la activación del receptor metabotrópicopor

(IS,3R)ACPD. Sin embargo, la simple activación del receptor metabotrópicono

disparala potenciacióna menosque estépresenteel ácidoaraquidónico(figura 24).

Este hechopodríaexplicarsepor una cierta insensibilidadde la proteínaquinasaC en

cuestión, al diacilgílcerol generado por el receptor metabotrópico y por el

requerimientode unaactivaciónsinergisticade la proteinaquinasapor el diacilglicero¡

y el ácido araquidónico(Shearmany cols. 1991 b, Koide y cols. 1992)para ponerde

manifiestoestavía de modulaciónpositiva. Por tanto, la proteínaquinasaC pareceser

la proteínaclave del mecanismofacilitador de la liberación de glutamatoy el ácido

araquidónico sería el cebador o sensibilizador del enzima, de manera que la

estimulacióndel receptormetabotrópicopotenciala exocitosisde glutainatosólo si el

ácido araquidónicoestá presente. Evidenciasmás directas de la implicación de la

proteína quinasa C en la facilitación inducida por (1S,3R)ACPD y el ácido

araquidónico, se han obtenido en experimentos en que tratamientos como la

disminuciónparcial de laactividad de la proteínaquinasa,el empleode inhibidoresde

proteínasquinasas,estaurosporinaó la utilización de metílaraquidonato,en lugar del

ácido araquidónico,conducena una pérdida del efecto facilitador. Finalmente, hay

que señalaruna serie de experimentosde fosforilación de proteínasrealizadosen

colaboracióncon el Dr. Nicholísde la Universidadde Dundee,pero no recogidosen

estatesisdoctoral, que demuestranque la combinacióndel agonista(1S,3R)ACPDy

del ácido araquidónico,pero no cada uno por separado,fosforilan el sustratode la

proteínaquinasaC, MARCKS, en sinaptosomasde rata. Estos resultadosapoyan la

sugerenciapreviade que una activaciónsinergísticade proteínaquinasaC es la clave

de la vía facilitadora.
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Esquema 5. Facilitación de la exocitosis de glutainato mediada por la proteína

quinasa C por la activación del receptor metabotrópico presináptico en presencia

de ácido araquidónico.

2+

ACIDO ARAQUIDONICD

La activacióndel receptor metabotrópicogeneradiacilglicerol, que en presenciadel

ácido araquidónico, activan sinergisticamentela proteína quinasa C (PKC). La

proteínaquinasaC bloqueaun canal de K~ (posiblementeel rectificador retrasado),

prolongandola duraciónde los potencialesde acción,con el consiguienteaumentoen

la entradade Ca> y liberaciónde glutamato.
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El mecanismopor el cual (lS,3R)ACPD y ácido araquidónicopotencianla

liberación de glutamatoseríael similar al de los ésteresde forbol esdecir, el bloqueo

del canal de K~ rectificador retrasado y el incremento en la duración de los

potencialesde acción inducidos por 4-aminopiridina. Este mecanismode acción,

estaría de acuerdo con numerosos trabajos que muestran que los receptores

metabotrópicosmodulan canales de K~. Así, por ejemplo, en cultivos de células

piramidalesde hipocampo,seha observadoque (1S,3R)ACPDinhibe la corrientede

K~ de los canalesde K~ dependientesde voltaje tipo ‘m y canalesde K~ dependientes

de Ca> tipo 1aph. incrementandoel potencialde membranaen resposoy por tanto, la

excitabilidadcelular (Charpaky cols. 1990, Hu y Storm 1992).

Con los datos obtenidosen estatesis doctoral resulta difícil establecera qué

subtipode receptor metabotrópicocorrespondeel receptorpresinápticofacilitador de

la liberación de glutamato. De los seis subtipos de receptoresmetabotrópicosde

glutamato hasta ahora descritos (Nakanishi 1992), la expresión de mGluRl y

mGluR5 en oocitos de Xenopus y en las células ováricasde hamsterchino pone de

manifiestosu acoplamientoa la hidrólisis de fosfatidilinositoles(Abe y cols. 1992.

Tanabey cols. 1992); ambos subtipos de receptoresmetabotrópicospresentanla

misma afinidad por los agonistasde los receptoresmetabotrópico,siendoel ordende

potencia relativa (FC
50) quisqualato> glutamato> ibotenato> (1S,3R)ACPD.

Además los dos subtipos exhiben una clara insensibilidadpor el antagonistaL-AP3

(Schoeppy Conn 1993). El RNA mensajeroque codifica para el subtipo mGluRl

origina a su vez por procesamientoalternativo tres subtiposa, fi y c (Pm y cols.

1992). Estudios de localización mediante técnicas de hibridación con sondas de

oligonucleótidosmuestranque los subtipos mGluR5 y mGluRlll se localizan en la

corteza cerebral (Abe y cols. 1992, Fotuhi y cols. 1993), habiéndosemostrado

además,en estudiosparalelosde microscopiaelectrónica,que el subtipomGluRlB se

localiza a nivel presináptico. Este subtipo de receptor podría ser el receptor

metabotrópicoque hemosdecrito en estatesis, sin embargotodavía no se ha podido

expresarel RNA mensajeroque codifica para este receptor, por lo no se sabe si

constituye un receptorfuncional (Fotuhi y cols. 1993). Por otro lado, los estudios

farmacológicostampocoayudana la identificación del receptor metabotrópicoaquí

descrito.Así mientras(1S,3R)ACPDesun buen agonistadel receptormetabotrópico

presenteen los sinaptosomasde cortezacerebral, en las células del hamsterchino,

(íS,3R)ACPDmuestraunaactividadmoderada(Aramori y Nakanishi1992, Tanabey

cols. 1992). Además este receptor metabotrópico acoplado a la hidrólisis de
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fosfatidílinositoleses bloqueadototalmentepor L-AP3, mientrasque los efectosde los

receptoresmOluRí y mGluR5 no son bloqueadaspor L-AP3 (Abe y cols. 1992,

Tanabey cols. 1992). Por último los estudios de sensibilidad a la toxina pertusís

muestranque el receptormGluRS es insensiblea toxina pertusis(Abe y cols. 1992),

mientrasque el receptormOluRí posee un componentesensiblea estatoxina y otro

insensible (Tanabe y cols. 1992). Por su parte, mGluRlB es insensible a toxina

pertusis(Pickering y cols. 1993). A la vista de estosdatos, no sepuededescartarla

posibilidad de que el receptormetabotrópicoque facilita la liberación de glutamato..

correspondaa un subtipo diferentede los hastaahoradonadosy caracterizados.

Numerososestudioshan demostradoque la exposicióncrónica de las célulasa

hormonasó neurotransmisoresproduceuna disminuciónde la respuestacelularpor un

fenómenoconocido como desensibilización.Nuestros resultadosmuestran que la

activación de la proteína quinasaC bien, por los ésteresde forbol (figura 34) o bien,

por el diacilglicerol producidotras la estimulacióndel receptormetabotrópico.(figura

35) previenela respuestaa una segundaestimulación,tantoen términos de generación

de diacilgílcerol como de potenciaciónde la exocitosisde glutamato.Efectossimilares

se han observadoen los receptoresmetabotrópicosacopladosa la hidrólisis de

fosfatidílinositoles en los cultivos de neuronascerebelares(Catania y cols. 1991,

Manzoni y cols. 1990) donde la proteínaquinasaC pareceejercerun control negativo

sobre la actividad de dicho receptor. La desensibilizaciónmediadapor proteína

quinasa C podría ser debida a la fosforilación de algún dominio intracelular del

complejo proteína O-receptor (Dohíman y cols. 1991), siendo necesaria la

defosforilación mediada por fosfatasas sensibles al ácido okadaico para la

recuperacióndel receptor metabotrópicodel estadodesensibilizado,ya que nuestros

resultadosmuestran(figura 35) que en presenciade este inhibidor de fosfatasasno

tiene lugar la resensibilizacióndel receptor.

La existenciade un autoreceptorpresinápticoque estimula la liberación de

neurotransmisoreses bastanteatipica, ya que la mayoría de los neurotransmisores.

incluido el glutamato, están sometidos a un control negativo por autoreceptores

presinápticos.Estudios electrofisiológicosrealizadosen las sinapsis glutamatérgicas

tanto de hipocampo(Baskys y Malenka 1991) como de estriado(Lovinger 1991) han

demostradoque los agonistas (1S,3R)ACPD y/ó L-AP4 inhiben la transmisión

sinápticay seha sugeridola existenciade un autoreceptorde glutamatoque inhibe la

liberación del neurotransmisor.Ahora bien, estetipo de receptor metabotrópicoes
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totalmentediferenteal descritopor nosotrosen los sinaptosomasde cortezacerebral

de rata adulta; en primer lugar, mientras que (lS,3R)ACPD y L-AP4 son buenos

agonistasdel receptorinhibidor (Baskys y Malenka 1991), el receptormetabotrópico

facilitador solamenterespondea (1S,3R)ACPDmientrasque L-AP4 junto a L-AP3 se

manifiestan como antagonistas <figura 32). En segundo lugar, el receptor

metabotrópico inhibidor no sufre desensibilización, incluso en estimulaciones

prolongadas (LS minutos) (Baskys y Malenka 1991). mientras que el receptor

metabotrópicofacilitador se desensibilizarápidamente.Por último, los efectos del

receptormetabotrópicoinhibidor muestranuna fuertecorrelaciónnegativacon la edad

del animal, siendo su efecto más pronunciadoen animalesjóvenes(1 ó 2 semanas)

que en aminales adultos, dondeprácticamentedesaparece(Baskys y Malenka 1991)

mientrasque el receptormetabotrópicopotenciadorestápresenteen animalesadultos

(3 meses).

5. Posibles implicaciones del receptor metabotrópico faciitador de la exocitosis

de glutamato.

La existenciade un sistemade control presinápticoque facilite la liberaciónde

neurotransmisoreses poco frecuente, ya que en la mayoría de los casos los

autoreceptoresinhiben la liberación. Por tanto, cabepreguntarsecúal seriael sentido

de tal mecanismo.Los recientesavancesen el conocimientode algunosmecanismos

molecularesimplicadosen el reforzamientode la transmisiónsináptica,así como el

papel del ácido araquidónicocomo un mensajeroretrógrado intercelular, permiten

sugerirque el sistemade control facilitador de la liberaciónglutamatérgica,descritoy

caracterizadoen estatesis, podríaestar implicado en los fenómenosdel reforzamiento

sinápticoque participanen la plasticidadsinápticay en los procesosde aprendizajey

memoria.

En el hipocampo, la estimulaciónbreve y frecuentede determinadassinapsis

glutamatérgicasde las células piramidalesde las regionesCAl y CA3 induce un

aumentopersistentede la eficaciasináptica,que dura horase incluso díasy semanas,

en el casode los animalesque se mantienendespiertos,denominándoseestefenómeno

potenciacióna largo plazo (PLP), del inglés Long-Term Potentiation, y conocido

abreviadamentecomo LTP (Bliss y Lomo 1973). La condiciónnecesariapara inducir

PLP, es la aplicación de una serie de impulsos de alta frecuenciaen las células
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presinápticas,con el fin de despolarizarsuficientemente la membranapostsináptica,

paraatenuarel bloqueodel receptorNMDA por el Mg>. El canal iónico asociadoal

receptor de NMDA conducela entradade Ca> y Na~, siendoel flujo de Ca> el

responsabledel inicio del reforzamientode la transmisiónsináptica,a través de la

activación de diversasquinasas,como proteínaquinasaC. tirosina-quinasasy otras

proteínasdependientesde Ca2~ Aunque la inducciónde PLP tiene lugar en la célula

postsináptica,no se conocecómopuedecontribuir la presinápsisa las distintas fases

de la expresiónde la PLP. En este sentido, hay una serie de datos derivadosdel

análisisestadísticode la variabilidadsináptica,que sugierenque durantela PLP, hay

un aumentosiginificativo de la liberación de neurotransmisores(Malinow y Tsien,

1990). Por otro lado, los inhibidores de la proteína quinasa C, inyectados

intracelularmente, 5 minutos antes de la inducción de la PLP en el área CAl del

hipocampo,carecende efectoen el mantenimientode la PLP. Sin embargo,cuando

estosinhibidoresseaplicanen el medio extracelular,a los 15 y 30 minutosdespuésde

la inducción de la PLP, inhiben la PLP (Huang y cols. 1992). Estas evidencias

indican la existenciade un componentepresinápticoque contribuyea la PLP, y que

podríaserel responsableen partede la fasede mantenimientode PLP, a travésde un

incrementoen la liberacióndel neurotransnWsor.Sin embargo, la preguntaque se

planteaes ¿quéseñal o señales,son las determinantesde un incrementopor partede

las terminacionessinápticasen la liberación de neurotransmisores?y además¿cómo

tiene lugar esta coordinación entre la postsinapsisdonde se inicia la PLP, y la

presinapsis?.Inicialmente, el grupo de Bliss propuso que la célula postsináptica

generay envía un mensajeroretrógradoque sepropagarápidamentefuera de la célula

postsináptica,y que en la terminación nerviosa promuevela liberación del ácido

glutámico (Williams y cols. 1989, Lynch y cols. 1991). Más recientemente,se han

descubiertootras moléculascandidatasa estepapel de mensajeroretrógradocomo el

óxido nítrico (NO) (Bóhme y cols. 1991, 0’ Dell y cols. 1992) y el monóxido de

carbono (CO) (Zhuo y cols. 1993), que podrían desempeñarun papel relevanteen

fenómenosplásticoscomoPLP.

El ácido araquidónicose generatras la activación de los receptoresde NMDA

como consecuenciade la elevaciónen la [Ca2~]~
11y laactivaciónde una fosfolipasaA=

dependientede Ca> (Dumuis y cols. 1990). Ahora bien, ¿de qué manerael ácido

araquidónicoaumentala liberación de glutamato?.El hallazgode estatesisdoctoral,

de que las terminaciones sinápticas glutamatérgicasposeen receptores de tipo

metabotrópicoacopladosa la generaciónde diacilglicerol, proporcionaun posible



mecanismopor el que ácido araquidónico podría incrementar la liberación de

glutamato. La unión del ácido glutámico ó de un agonista farmacológico

(1S,3R)ACPD a este receptor, resulta un incremento en la liberación de este

aminoácidoneurotransmisor,sólo si está presenteel ácido araquidónico. De esta

manera, el ácido araquidónicosintonizaríalos acontecimientospresinápticoscon los

postsinápticos.Este doble requerimientoel mecanismofacilitador implicaría además

que si bien el ácido araquidónicopuede propagarsedesde la postsinapsisa muchas

terminacionespresinápticas, el reforzamiento de la tansmisión sináptica estaría

limitado a las sinapsisque se han activado con anterioridad.En este sentidose ha

descrito que la aplicación de ácido araquidónico,deprimela transmisiónsinápticaen

el hipocampoy que la aplicación de (1S,3R)ACPDjunto con ácido araquidónico

produce un incrementotransitorio de la transmisiónsinápticaen una primera fase (5

minutos), seguidode una potenciaciónmásduradera(Collins y Davies, 1993). Ahora

bien, para conoceren que medida el mecanismofacilitador descrito en esta tesis

contribuye a la potenciaciónde la transmisión sinápticahabrá que esperara futuras

investigaciones.
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CONCLUSIONES

1- La activación experimental, con ésteresde forbol, de la proteína quinasa C

presinápticapotencia la exocitosisde glutamato. Este efecto se observamejor con

aquellosagentes,como 4-aminopiridina,que simulan las condicionesde estimulación

repetida y transitoria que tiene lugar “in vivo”, evitando así la despolarización

permanenteque causaunaaltaconcentraciónde CIK.

2- La potenciaciónde la exocitosis de glutamato por la activación de la proteína

quinasa C está mediada por el bloqueo de un canal de K~, con características

similares al rectificador retrasado,que controlan la duración de los potencialesde

acción iniciados por 4-aminopiridina. Este bloqueoconlíevaun alargamientode los

potencialesde acción inducidos por 4-aminopiridinay consecuentemente,una mayor

entradade Ca> y liberacióndel neurotransmisorglutamato.

3- El ácido araquidónicoa bajasconcentracionesinhibe la exocitosis de glutamato

inducida por 4-aminopiridinasin afectar a la liberación de glutamato inducida por

CIK. Ahora bien, concentracionesmásaltasde esteácido grasoaumentala liberación

de glutamatopor una pérdidade la integridadde la preparaciónsinaptosomal.

4- La acción inhibidora del ácido araquidónicosobre la exocitosis de glutamatoes

consecuenciade una reducciónen la entradade Ca2~en la terminaciónsinaápticapor

una disminución de la despolarizacióninducida por 4-aminopiridina. Este efecto se

atribuye a la activación de los canales de K# que controlan la duración de los

potencialesde acción iniciadospor4-aminopiridina.

5- El mecanismopor el cual el ácidoaraquidónicoinhibe la liberación de glutamatoes

independientede la activación de la proteína quinasa C y se atribuye a una

modulacióndirectadel propio ácidograsosobrelos canalesde K~. Por otro lado, el

hecho de que la alquilamina, tetraetilamonio,y los ésteresde forbol seancapacesde

revertir la acción inhibidora del ácidoaraquidónicosobre la exocitosisde glutamato,

sugiereque esteácidograsoy la proteínaquinasaC actuaríansobreel mismo canalde

Kt, el ácido araquidónicoactivando el flujo de K~ y acortandola duración de los

potencialesde accióny la proteínaquinasaC, reduciendodichacorriente, y alargando

la despolarización.
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6- La proteína quinasaC, que esta acopladaa la potenciaciónde la exocitosis de

glutamato,es capazde activarsesinergísticamentepor ácidoaraquidónicoy ésteresde

forbol ó 1,3-dioleina.

7- En las terminacionessinápticasde cortezacerebralde rata hay un autoreceptorde

glutamato del tipo metabotrópico,que acopladoa una proteína O y fosfolipasaC,

activa el metabolismo de fosfatidílinositoles, generándosediacilglicerol, activador

fisiológico de la proteínaquinasaC.

8- La estimulación del receptor metabotrópico por (1S,3R)ACPD potencia la

exocitosisde glutamato sólo en presenciade ácido araquidónico.Este hecho podría

explicarsepor una relativa insensibilidadde la proteínaquinasaC de la presinapsisal

diacilglicerol generadopor el receptor metabotrópicoy por el requerimientode una

activación sinergísticade la proteína quinasa C por el diacilglicerol y el ácido

araquidónico.

9- La proteína quinasaC ejerce un control negativo sobre la actividad el receptor

metabotrópico que lleva a su desensibilización, seguramentepara prevenir una

activación permanentede este mecanismofacilitador que pudiera terminar en una

acciónneurotóxicapor un excesode liberaciónde glutamato.
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