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* KA kanato



* QUIS: quiscualato
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RESUMEN

La linea R 110 fue obtenida a partir de un tumor celular de corteza cerebral
humana. Su origen oligodendrocitico ha sido demostrado por su inmunopositividad a
proteina basica de mielina (MBP) y vimentina (Matute y cols, 1992). Tal origen esta de
acuerdo con la presencia de corrientes de potasio del tipo de rectificador de entrada
(Ixw) v de rectificador retardado (Ix), y no expresar corrientes de sodio dependientes de

voltaje (In,).

Mediante técnicas electrofisiologicas se demostrd la expresion de receptores
funcionales de glutamico del tipo kainato. Dada la variabilidad en la amplitud de las
respuestas registradas y la heterogeneidad poblacional se realizo un subclonaje por
ditucion infinita con el fin de seleccionar aquellas células que expresaban este tipo de

receptores.

Estas células presentaron respuestas rapidamente desensibilizantes ante la
aplicacion de glutamato, kainato y quiscualato y parcialmente desensibilizantes ante
domoato. No se observaron respuestas a otros agonistas glutamatérgicos (AMPA y

NMDA), ni a otros agentes neurotransmisores (Gly, GABA y Ach).

El receptor de glutamico expresado por la linea celular R 110 fue activado por
glutamato y kainato de forma dosis dependiente con ECsy de 335 uM y 15 uM,
respectivamente. En presencia de agonista, el receptor sufrié una rapida y completa
desensibilizaciéon siguiendo un curso temporal monoexponencial (14 = 20 ms) La
recuperacion desde el estado desensibilizado de la respuesta de este receptor siguio
igualmente un curso monoexponencial cuya velocidad varié segin el agonista utilizado

(Tee=3.6 S ¥ Tree = 13.7 s para glutamato y kainato, respectivamente).
Las respuestas a kainato presentaron una relacion corriente-voltaje (I/V) con una

marcada rectificacion de entrada. En algunos casos se observo una curva 1/V con doble

rectificacion.
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Aungue AMPA fue incapaz de generar respuestas por si sélo, actudé como un
antagonista poco potente al coaplicarlo con kainato. Los antagonistas de receptor de
AMPA, CNQX y GYKI 52466 inhibieron las respuestas de kainato aunque con poca
potencia (ICsy de 38.5 uM y 281 pM para CNQX y GYKI 52466, respectivamente).
Ciclotiazida (CTZ), un modulador alostérico de los receptores de AMPA, no modifico
las respuestas a kainato. Por el contrario, Concanavalina A (ConA) redujo la
desensibilizacion del receptor potenciando la respuesta al pico aproximadamente un
70%. El colorante Azul de Evans (EB) presenté un efecto diferente segin se
perfundieran altas o bajas concentraciones de kainato. En presencia de concentraciones
saturantes de kainato, este colorante siempre bloqued las respuestas. Sin embargo,
concentraciones menores de kainato causaron potenciacion o inhibicion de la respuesta
segun la concentracion de EB perfundida. Independientemente del efecto causado en la

célula, este compuesto siempre disminuyo el grado de desensibilizacion del receptor de

kainato.

En muestras de la linea R 110 y mediante la técnica de RT-PCR, tunicamente se
pudo amplificar la subunidad GluR6. Las subunidades del receptor de kainato GluR53,
GluR7, KA1 y KA2, asi como las subunidades GIluR1-4 del receptor de AMPA no
fueron detectadas. Sin embargo, estas subunidades si pudieron amplificarse al utilizar
muestras de cerebro de rata. El estudio molecular indicé que el grado de edicion del
RNA de la subunidad GiuR6 fue maltiple, observandose que el dominio M2 unicamente
existe en su forma no editada (GluR6(Q)), mientras que ambas posibilidades (formas

editadas y no editadas) son posibles en el dominio M1.

Los estudios de permeabilidad a calcio indicaron escasa pero no nula

permeabilidad de los receptores de kainato expresados en esta linea celular a este ion.

Aunque el papel de estos receptores es oscuro, en la linea R 110 se observd
mortalidad celular tiempo dependiente asociada a la exposicion al agonista. E! aumento
del tiempo de exposicion al agonista produjo un incremento del porcentaje de mortalidad

celular. Estos resultados implicarian al receptor de kanato en fendmenos excitotoxicos,
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anteriormente ligados exclusivamente a la activacion de otros receptores ionotropicos de

glutamico.



INTRODUCCION



INTRODUCCION

INTRODUCCION

En el sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados, la mayoria de las sinapsis
excitadoras utilizan 4cido glutimico como neurotransmisor. Mediante la activacion de sus
receptores el acido glutamico no solo media la transmision sinaptica rapida, sino que también
participa en la maduracion de las conexiones sinapticas y en el crecimiento y la estructuracion
celular, actuando en este punto como un auténtico factor tréfico. Ademas, puede conllevar la
generacion de fendmenos plasticos de larga duracion, como ocuire con 1a variacion por el uso
de la eficacia sinaptica (LTP, LTD), asi como degeneracion y muerte celular en procesos
neurolégicos agudos o cronicos, cuando su concentracién se encuentra anormalmente

elevada en el liquido extracelular, aunque sea durante un breve espacio de tiempo.

Los receptores de glutamico se han dividido en dos grandes superfamilias: los
receptores metabotropicos y los receptores ionotropicos. Al activarse, los receptores
metabotropicos (mGluRs) regulan la sintesis de segundos mensajeros intracelulares, como
IPs, cAMP 0 cGMP (para revision ver: Pin y Duvoisin, 1995). Esta superfamilia esta formada
por ocho genes diferentes (mGluR1-8), cada uno de ellos pueden generar distintos mRNA
por ayustamiento alternativo (Nakanishi, 1992). En base al nivel de conservacion de su
secuencia aminoacidica, se han subdividido en tres grupos (Nakanishi, 1992), soportados por
sus respectivos mecanismos de transduccion (adenil-ciclasa (AC), fosfolipasa C (PLC))
(Hayashi y cols, 1992), que coinciden con los propuestos farmacologicamente en base a su

diferente afinidad por analogos del acido glutamico.

Por el contrario. los receptores ionotropicos (iGluRs) se caracterizan por formar un
canal catidnico, con diferente selectividad ionica segin el tipo de receptor, que permite la
permeacion de Na', K~y Ca’” (Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). Estos
receptores en base a sus distintas propiedades farmacologicas y biofisicas se han subdividido

en tres subtipos: receptores de NMDA, receptores de AMPA y receptores de kainato.
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Clasicamente se ha incluido bajo el nombre de receptores no-NMDA a los receptores
AMPA vy kainato, al no disponer de agonistas y/o antagonistas selectivos que permitieran su
diferenciacion. Con anterioridad al clonaje de las primeras subunidades del receptor de
kainato, la nocion de que estos receptores pudieran ser diferentes estuvo basada en
experimentos de unidn de radioligandos, que indicaban la presencia de sitios de union de alta
afinidad para [*H]kainato con una distribucion diferente a la encontrada por [PHJAMPA en

cerebro de rata, asi como al diferente patron de respuesta observado electrofisiologicamente.

Sin embargo, mediante técnicas de biologia molecular se han identificado al menos 9
subunidades relacionadas, que se agrupan en dos familias: GluR1-4 (GluRA-D) denominadas
segin el laboratorio que las clond (Boulter v cols, 1990 y Keindnen y cols, 1990,
respectivamente) forman la familia de los receptores de AMPA y GluRS5-7 junto con KAl y
KA2, la familia de los receptores de kainato. En rata y raton existen 2 subunidades huérfanas
8-1 y 8-2, que no generan sitios de union ni forman canal iénico (Lomeli y cols, 1993). La
complejidad molecular de los receptores de glutamato se ve incrementada por la existencia de
diferentes isoformas generadas por ayustamiento altermativo del RNA, asi como por la

edicion del pre-mRNA (Hollmann y Heinemann, 1994).

Las subunidades de una misma familia mantienen entre si un grado de identidad en su
secuencia aminoacidica mayor que entre las subunidades de famihas diferentes. Asi, los
receptores de AMPA presentan un 30-36% respecto a los receptores de kainato y las
subunidades GluR5-7 un 44% respecto a las subunidades KA1 y KA2 (Mishina y cols, 1993;
Sommer y Seeburg, 1992; Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994).

Dentro de cada familia, las subunidades pueden formar canales homo o
heteroligoméricos, que presentan diferentes propiedades funcionales dependiendo de las
subunidades implicadas en la formacion del canal (Hollmann y Heinemann, 1994; Bettler y
Mulle, 1995). Por ejemplo, la presencia de la subunidad GIuRB editada suprime la
permeabilidad a calcio del receptor de AMPA formado (Hume y cols, 1991).

Experimentos de inmunoprecipitacion, utilizando anticuerpos especificos, y

electrofisiolégicos en sistemas de expresion heterologa con drogas que afectan a las
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propiedades de desensibilizacién de los receptores (Patneau y Mayer, 1991; Raman y
Trussell, 1992; Huettner, 1990, Wong y Mayer, 1993; Partin y cols, 1993; Patneau y cols,
1993; Yamada y Tang, 1993), han sugerido que las subunidades de AMPA y kainato no
forman canales mixtos, sino receptores independientes, que pueden ser activados por los
mismos agonistas y expresarse en las mismas células (Craig y cols, 1993; Lerma y cols, 1993;

Patneau y cols, 1994; Puchalski y cols, 1994).

Las distintas subunidades de los receptores de glutdmico estan formadas por cadenas
polipeptidicas glicosiladas compuestas por unos 900-1300 aminoacidos con un peso
molecular aproximado de unos 100 KDa. Se supone que los receptores estan formados por
cinco subunidades, es decir, presentan una estructura pentamérica (Ferrer-Montiel y Montal,
1996). A diferencia de los mGluRs, el analisis de hidrofobicidad detecta en todas las
subunidades la presencia de cuatro segmentos hidrofobicos (M1-M4), que predicen otros
tantos segmentos transmembrana (Keindnen y cols, 1990). Sin embargo este modelo
inicialmente propuesto, basado en el ampliamente conocido del receptor nicotinico (Unwin,
1993), ha sido abandonado al ponerse en evidencia que el segmento M2 no cruza totalmente
la membrana (ver mas adelante). Por consiguiente, las subunidades de los receptores
ionotropicos de glutamico presentan una estructura comun con tres dominios transmembrana
(M1, M3 y M4), y uno cismembrana (M2) en forma de horquilla, con el extremo amino-
terminal extracelular y el carboxi-terminal intracelular (Holimann y cols, 1994; Bennett y

Dingledine, 1995).

La localizacion extracelular del segmento que une M3 y M4 ha sido confirmada por
distintos resultados experimentales como la fosforilacion observada en lugares previos al
segmento M3 (Raymond y cols, 1993; Wang y cols, 1993), la glicosilacion de la subunidad
GluR6 nativa entre los segmentos M3 y M4 (Roche y cols, 1994; Taverna y cols, 1994) o la
accion a este nivel de moduladores extracelulares como espermina o H' (Sullivan y cols,
1994). Esta localizacién implica una disposicion intracelular del dominio carboxi-terminal,
coherente con los resultados experimentales obtenidos en estudios de fosforilacion del
dominio carboxi-terminal en receptores recombinantes de glutamico (Tingley y cols, 1993) y

con la conservacion del patron de glicosilacion tras la deleccion del segmento M2, que
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demuestra la disposicion cismembrana de este segmento (Wo y Oswald, 1994), y ratifica el

modelo con tres dominios transmeimbrana,

Numerosos datos indican que los aminoacidos del segmento M2 estan implicados en
la formacion del poro iénico y determinan la selectividad ionica y la relacion corriente-voltaje
de los distintos receptores glutamatérgicos. En los receptores de AMPA, estos parametros
estan regulados por el residuo localizado en la posicién 586 de la subunidad GIuRB,
denominado sitic Q/R. En una posicion homologa existe en el receptor NMDA una
asparragina (N), que controla su permeabilidad a Ca®. Mediante experimentos de
mutagénesis dirigida se ha demostrado que la sustituciéon de estos aminoacidos produce un
cambio de las propiedades del canal (Hume y cols, 1991; Burnashev y cols, 1992a). En los
receptores no-NMDA 1la presencia de uno u otro aminoacido se debe a un proceso de edicion
del RNA. El fenémeno de edicion provoca el cambio de un nucledtido en la secuencia del
RNA, lo que origina variantes moleculares de la misma subumidad. En este caso, por
desaminacion de la adenosina (A) se genera una inosina {I} {(Egebjerg y Heinemann, 1993;
Egebijerg y cols, 1994). Este hecho determina la presencia en el mRNA del codon CIG que
codifica para argimina (R) en la version editada en el sitio Q/R (posicion 586 para GluRB y
621 para GluR6) del dominio cismembrana M2, en lugar del codon CAG que codifica para
glutamina (Q) en la version no editada. Parte del segmento previo a M1 y posterior a M3 se
postulan como sitios de unién para el acido glutamico (O' Hara y cols, 1993; Stem-Bach y

cols, 1994). Mutaciones proximas a los dominios propuestos confirman esta idea (Uchino y

cols, 1992),

Los receptores de AMPA median la mayoria de la transmision sinaptica rapida
excitadora en el sistema nervioso central de vertebrados. Cuando son activados por
glutamato o AMPA muestran corrientes rapidamente desensibilizantes, mientras que la
aplicacton de otros agonistas, como kainato o domoato, produce respuestas no

desensibilizantes. Clasicamente se les ha adscrito una baja permeabilidad a iones divalentes,

La identidad entre la secuencia de las subunidades del receptor de AMPA es de
aproximadamente un 70%. Cada subunidad puede presentar dos variantes moleculares

denominadas FLIP y FLLOP, en una region de 38 aminoacidos localizada previamente al
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segmento M4 (Sommer y cols, 1990). Estas isoformas otorgan al receptor propiedades
farmacolégicas y cinéticas diferentes (Sommer y cols, 1990). La versién FLIP de todas las
subunidades se expresa predominantemente antes del nacimiento y permanece invariable a lo
largo del desarrollo, mientras que las formas FLOP aumentan a partir del dia 8 postnatal. Ello
sugiere que esta isoforma pueda corresponder al receptor adulto (Monyer y cols, 1991). Las
versiones FLIP exhiben menor grado de desensibilizacion (Sommer y cols, 1990; Partin y

cols, 1993) y son mas sensibles a moduladores como la ciclotiazida (Partin y cols, 1994).

El incremento de subunidades GuRB(R) respecto GIuRA y GIluRC durante el
desarrollo postnatal plantea la posibilidad de que el nimero de receptores de AMPA
permeables a calcio disminuya en funcion de la edad (Durand y Zukin, 1993). La existencia
de un alto porcentaje de heterooligbmeros que contienen la subumidad GluRB(R) es una
posible explicacion de la baja permeabilidad a calcio encontrada en los receptores de AMPA
en cerebro adulto. Sin embargo, se han descrito ciertos tipos neuronales que expresan
receptores de AMPA permeables a iones de calcio (lino y cols, 1990; Burnashev y cols,
1992b; Lerma y cols, 1994). Estas células podrian regular la producciéon de la subunidad
GIuRB(R) vy, por tanto, controlar la cantidad de calcio que puede entrar al interior celular a
través de estos receptores (Jonas y cols, 1994).

Las subunidades del receptor de kainato GluRS-7 presentan un 70% de identidad en
su secuencia, mientras que las subunidades KAl y KA2 alcanzan un grado de identidad
mayor (80-90%). Existen variantes estructurales de estas subumdades generadas por edicidn
del mRNA en el sitio Q/R del segmento M2, presente en las subunidades GluRS y GluR6
{(Sommer y cols, 1991; Kéhler y cols, 1993). En la subunidad GluR6 ademas se encuentran
otros dos sitios més, susceptibles de ser alterados por edicion. El sitio 1soleucina-valina (I/V)
y tirosina-cisteina (Y/C), localizados en el segmento M1 (Kéhler y cols, 1993} relacionados
con la permeabilidad a calcio (Burnashev, 1996; Egebjerg y Hememann, 1993; Kohler y cols,
1993). El porcentaje de mRNAs editados aumenta durante el desarrollo, encontrandose
aproximadamente un 35% y un 75% de subunidades GluRS y GluR6 editadas en el adulto
(Bernard y Khrestchatisky, 1994; Sommer y cols, 1992).

Los receptores homooligoméricos compuestos por las subunidades GIuRS y GluR6

forman canales funcionales. Las subunidades KAl y KA2 pueden coensamblarse con las
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subunidades anteriores formando canales heterooligoméricos funcionalmente diferentes.
Recientemente, se ha demostrado que la subunidad GluR7 no forma canales funcionales en
sistemas de expresion, asi como puede asociarse con otras subunidades produciendo cambios
funcionales (Schiffer y cols, 1997). Los receptores homoméncos GluR6 dan lugar a
respuestas totalmente desensibilizantes cuando son activados por glutamato, kainato o
quiscualato, y parcialimente desensibilizantes frente a domoato. Por el contrario, son
totalmente insensibles a AMPA (Sommer y cols, 1992; Egebjerg y cois, 1991). Los
receptores homoméricos formados por subunidades GluRS muestran una respuesta a kainato
parcialmente desensibilizante y presentan cierta sensibilidad a AMPA (ECs, = 3 mM) (Bettler
y cols, 1990; Huettner, 1990). Los heteroméricos GIuR5-KA2 se desensibilizan mas
rapidamente que los receptores GluRS homoméricos ain cuando siguen mostrando un
componente estacionario. La combinacion GluR6-KAZ2 origina receptores con sensibilidad a

AMPA, que genera respuestas poco desensibilizantes (Herb y cols, 1992).

Se han encontrado receptores funcionales de kainato en neuronas de hipocampo en
cultivo (Lerma y cols, 1993; Wilding y Huettner, 1997), en neuronas del ganglio de la raiz
dorsal (Huettner, 1990), en neuronas ganglionares del trigémino (Sahara y cols, 1997) y en
precursores gliales (Patneau y cols, 1994). Fuera del sistema nervioso también se ha descrito
presencia de transcritos para subunidades de receptores de kainato en los islotes pancreaticos
(Weaver y cols, 1996). Aunque por el momento se desconoce su funcidn, estos sistemas
podrian participar del desarrollo cerebral y tomar parte en algunas funciones neuroendocrinas
(Wisden y Seeburg, 1993; Weaver y cols, 1996). Recientemente, sin embargo, se ha
demostrado su participacion en la modulacion de la liberacion de acido gamma-aminobutirico

(GABA) principal agente neurotransmisor inhibidor del SNC (Rodriguez-Moreno y cols,
1997).

Los receptores de NMDA se caracterizan por requerir glicina como coagonista para
activar el canal (Johnston y Ascher, 1987, Lerma y cols, 1990); ser altamente permeables a
calcio (Ascher y Nowak, 1986) y presentar dependencia de voltaje debida a un bloqueo del
canal por el magnesio extracelular (Mayer y cols, 1984; Nowak y cols, 1984). Estos
receptores son susceptibles de modulacion tanto por agentes endogenos como exdgenos

(Lovinger y cols, 1989; Manzoni y cols, 1992; Lerma, 1992), y su papel en fendmenos
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plasticos (Bliss y Collingridge, 1993; Malenka y Nicoll, 1993) y degenerativos (Choi, 1988;

Olney, 1990) esta bien establecido en la actualidad.

Las cinco subunidades del receptor de NMDA se pueden dividir en dos subfamilias:
NMDARI] y NMDARZ2. Segin su secuencia aminoacidica, las subunidades de la subfamilia
NMDAR?2 presentan un 40-50% de identidad entre si. Al compararlas con las subunidades de
la subfamilia NMDARI esta relacion disminuye hasta el 18% y respecto a otros iGluRs
todavia es menor (12-18%) (Mishina y cols, 1993).

La subfamilia NMDARI estd formada sélo por un gen del que se generan siete
isoformas diferentes por procesamiento alternativo de su mRNA. La subfamilia NMDAR2
esta formada por cuatro subunidades (NR2A-D), que no presentan isoformas salvo en la
subunidad NR2D (Ishii y cols, 1993). Aunque la subfamilia NMDARI1 puede formar canales
homoméncos cuando se expresa en oocitos de Xenopus, este resultado no se reproduce en
lineas celulares ni se ha descrito en el SNC. Existen evidencias de que solo se pueden formar
receptores funcionales cuando éstos incluyen la subunidad NR1 mas uno o varios tipos de
subunidades NR2. Las propiedades funcionales del receptor varian segiin qué subunidad NR2

se ensamble (Monyer y cols, 1992).

RECEPTORES GLUTAMATERGICOS EN LAS CELULAS GLIALES

Mediante criterios morfolégicos e inmunocitoquimicos se pueden distinguir distintos
tipos de células gliales: macroglia (astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias),

microglia, progenitores (células O-2A), y células especificas como la glia de Bergmann (BG),

células de Miiller o las células de Schwann.

A las células gliales clasicamente se les ha atribuido un papel pasivo, como células de
soporte, facilitadoras de nutrientes y factores troficos, encargadas de mantener ef pH
extracetular y la homeostasis 16nica, no interfiriendo en el circuito neuronal, Actualmente se
les atribuye un mayor dinamismo. Asi, las células gliales dependiendo del tipo celular, area
cerebral y estado de desarrollo pueden expresar virtualmente todos los canales voltaje- y

ligando-dependientes encontrados en neuronas (para revision ver: Barres y cols, 1990; Gallo
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y Russell, 1995). La constancia de diferentes canales idnicos encontrados en los distintos
tipos celulares gliales sugiere aun una mayor diversidad funcional. Por ejemplo, en
oligodendrocitos se puede correlacionar la aparicion de la corriente rectificadora de entrada

(Iir) con la maduracion de estas células (Barres y cols, 1590).

La diversidad de canales unido a [a proximidad anatémica y a las relaciones neurona-
glia y glia-glia generan espectativas de que estas células puedan recibir, emitir y/o modular
respuestas. En la actualidad, la funcion mejor demostrada en las células gliales es la
regulacion de los niveles de potasio extracelular durante la actividad neuronal, mediante dos
mecanismos de regulacion: el tamponamiento espacial y la acumulacion de potasio. Algunos
canales de potasio (Ixwk) estan implicados en este proceso {Barres y cols, 1988; Sontheimer,
1994), y la activacion de receptores sensibles a GABA o a glutamato podrian modular el
sisterna. Las células gliales debido al acoplamiento eléctrico y a la formacion de sincitios
electrotonicos, mantienen la homeostasis extrayendo el exceso de iones desde la zona
activada a las células adyacentes (Nedergaard, 1994). Aunque esto se logra mayoritariamente
a traves de la red astrocitana, los oligodendrocitos también participan en esta funcion, aunque

su papel es menos relevante por ser menor su grado de acoplamiento (Ransom y Kettermann,

1990).

La funcidn de los receptores activados por glutamato en las células gliales 7rr situ es
puramente especulativa. Se han estudiado las propiedades de estos receptores en cultivos
primarios de astrocitos (indiferenciados, tipo 1 y tipo II), oligodendrocitos y precursores (O-
2A) (para revision ver Gallo y Russell, 1995). También se han utilizado lineas celulares
primarias, como la linea CG-4 de origen oligedendrocitico (Louis y cols, 1992), que presenta
receptores AMPA no editados y receptores kainato editados, y que ha servido como modelo
para el estudio de las propiedades funcionales de los oligodendrocitos durante el desarrollo
(Patneau y cols, 1994). Igualmente se han estudiado algunas lineas celulares obtenidas de

tumores (R 111) que también parecen expresar algunos tipos de receptores glutamatérgicos

(Matute y cols, 1992).

La primera evidencia de que los aminoacidos excitadores depolarizan directamente la

membrana de las células gliales por activacion de los iGluRs v no por activacion de sistemas
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de transporte electrogénicos fue obtenida en cultivos de astrocitos de cerebro de rata
(Bowman y Kimelberg, 1984). Estudios electrofisiologicos posteriores en cultivos de
astrocitos tipo IT demuestran inequivocamente distintas respuestas ante la aplicacion de
glutamato u otros agonistas glutamatérgicos, ratificando la existencia de receptores
funcionales. La amplitud de las distintas corrientes fue similar a la observada en neuronas
(Usowicz y cols, 1989). La sensibilidad a glutamato de las células gliales parece variar segun
la region cerebral implicada. Asi, s6lo un 6% de los astrocitos corticales presentan respuesta a

AMPA, frente al 24% de los localizados en hipocampo (Glaum y cols, 1990).

La corriente generada en células gliales en cultivo por aplicacion de glutamato es
debida a la activacion de los receptores AMPA y/o kainato, ya que estas células no presentan
receptores NMDA funcionales (Usowicz y cols, 1989; Gallo y Russell, 1995). Sin embargo,
en la glia de Bergmann se han encontrado niveles significativos de expresion de mRNA de las
subunidades NR1 y NR2B del receptor NMDA, aunque este hecho no esta asociado a la
presencia de canales NMDA funcionales, desconociéndose el significado de dicha expresion

(Luque y Richards, 1995).

Mediante técnicas de medicion de calcio en cultivos de astrocitos identificados
antigénicamente {Cornell-Bell y cols, 1990a; van den Pol y cols, 1992), se demuestra que las
depolanzaciones de la membrana producidas por aphicacion de distintos agonistas de los
receptores de AMPA y kainato se correlacionan con aumentos transitorios de la
concentracion de calcio intracelular. Este fenomeno asi como su transmision desde la célula
excitada a las células adyacentes, puede ser bloqueado por antagonistas selectivos de los
receptores no-NMDA (Comnell-Bell y cols, 1990a; Holzwarth y cols, 1994). Se ha
demostrado que esta sefal se transmite por la red astrocitica a través de uniones

comunicantes (“gap junctions”) formadas por la conexina 43 (Giaume y cols, 1991).

Igualmente, se ha observado en astrocitos tipo I, pero no en astrocitos tipo II, un
aumento en el recambio de fosfatil-inositol (PI) y movilizacion del calcio intracelular en
respuesta a glutamato, hecho que sugiere la existencia de receptores metabotrépicos en este
tipo de células (Pearce y cols, 1986, Holzwarth y cols, 1994). La activacion de los receptores

metabotropicos gliales se ha propuesto como sehal para la diferenciacion de astrocitos. A
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través de estos mecanismos, el glutamato induce un efecto antiproliferativo en células que se
encuentran entre la fase Go y G, del ciclo mitdtico, pero no durante la fase S (Nicoletti y cols,
1990), produciéndose una reorganizacion de los filamentos de actina y la formacion del
filopodio (Cornell-Bell y cols, 1990b). Este efecto no se ha detectado por activacion de los

receptores ionotrépicos (Nicoletti y cols, 1990).

EXCITOTOXICIDAD

La sobreexcitacion de los receptores glutamatérgicos produce degeneracion y muerte
celular (Choi, 1988; Olney, 1989). Este mecanismo se ha postulado como una de las causas
subyacentes a los desordenes neurologicos y enfermedades nerviosas. Excitotoxicidad es el
término oniginariamente utilizado por Olney (1986) para definir la habilidad del &4cido
glutamico y otros aminoacidos excitadores estructuralmente relacionados con €1, para destruir
neuronas. Aunque todos los receptores glutamatérgicos (GluRs) pueden estar implicados en
el proceso, no participan de igual manera en este fendmeno. Un pulso de 5 minutos de
NMDA produce muerte celular dependiente de calcio. Una breve exposicion a kainato
produce hinchazon celular generalizada pero escasa muerte celular, y la misma aplicacion de
AMPA no provoca ningin efecto. Sin embargo, cuando la exposicion a estos ultimos
agonistas es de mayor duracion, ambos son potentes neurotdxicos. De hecho, un pulso de 24

h de kainato 10 uM produce una extensa muerte celular en cultivos de neuronas corticales

(Chot y cols, 1988).

La excitotoxicidad en un cultivo de neuronas puede ser separada en dos componentes
en base al tiempo y a la dependencia iénica (Choi, 1987). El primer componente se
corresponde con un hinchamiento celular minutos después de la exposicion debido a la
entrada de iones Na y CI' que arrastran agua (Olney y cols, 1986; Choi, 1987). Este
hinchazon no es necesariamente letal, y puede ser minimizado por otros agentes
depolarizantes, como soluciones de alto K' o veratridina. La mayoria de las células pueden
recobrar su equilibrio y sobrevivir. El segundo componente produce desintegracion celular
tardia, horas después de la aplicacion del agonista. El calcio extracelular es el responsable del

proceso y determina la severidad del dafio inducido por el agonista (Garthwaite y Garthwaite,

1986; Choi, 1985).
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Los cultivos ghales son menos vulnerables a la excitotoxicidad que los cultivos
neuronales. La menor sensibilidad se puede explicar por la ausencia de receptores NMDA, la
menor densidad de receptores no-NMDA y/o la mejor regulacion de los niveles de caicio
intracelular. La aplicacion de calcio o quiscualato produce gliotoxicidad, mientras que la
inyeccion sistémica de kainato o glutamato soélamente produce hinchazon célular. En
astrocitos corticales se ha observado turgencia celular tras la aplicacion de glutamato,
aspartato y quiscualato, pero no tras kainato (Chan y cols, 1990). La importancia del cambio
del volumen astrocitario radica en la modificacién del volumen del espacio extracelular

alrededor de las neuronas, que puede modular la actividad neuronal.

La neurotoxicidad mediada por glutamato ha sido asociada a una elevacion anormal
en la concentracion del calcio intracelular. Esta hipdtesis podria explicarse en un modelo de
tres estados (Choi, 1990). En el primero (induccién), la sobreestimulacion de los receptores
glutamatérgicos provocaria en neuronas un desarreglo intracelular potencialmente letal por
entrada de Ca™", Na', CI' y aumento de IP; y diacilglicerol, y en particular, por sobrercarga en
la concentracion de calcio intracelular. En una segunda fase estos trastornos celulares podrian
aumentar su intensidad implicando a otras células adyacentes (amplificacién), por
modificaciones en la relacion del calcio intracelular libre y ligado, y/o por la activacion de
algunas familias enzimaticas como la proteina kinasa C, enzimas reguladoras de
calmomodulina y fosfolipasas. La activacion de mGluRs también pueden participar en el
proceso tniciando cascadas de segundos mensajeros. Estos cambios varian la eficacia y la
excitabilidad del circuito de una forma duradera. Finalmente, 1a “expresion” de la toxicidad,
incluirfa aquellos procesos directamente responsables de la desintegracion neuronal, es decir,
las consecuencias finales de la activacion en la fase anterior de las cascadas citotoxicas por
enzimas catabdlicas. La produccion de radicales libres puede ser otra via importante de
expresion por interferir en la homeostasis del calcio, activar alguna de las cadenas
anteriormente mencionadas e iniciar algunos procesos destructivos como la peroxidacion de
lipidos. El aumento de glutamato esta retroalimentado por la formacion de radicales libres,

pudiéndose producir un dafio excitotoxico adicional (Pellegrini-Giampietro y cols, 1988,

Dawson y cols, 1991).
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Asi pues, la excitoxicidad per se puede verse como la convergencia de diferentes vias
en un proceso comin que determina la muerte celular. La muerte celular provocada por
excitotoxicidad puede presentar las dos formas de muerte morfologicamente descritas:
necrosis y apoptosis. La muerte celular por necrosis ocurre cuando las células sufren un
estimulo intenso que modifica sus condiciones fisioldgicas normales, y dafa su membrana
plasmatica. Se caracteriza por pérdida de la homeostasis, hinchazén celular y de las organelas
intracelulares, desintegraciéon de las organelas, floculacion de la cromatina y lisis celular
completa sin formaciéon de vesiculas. Bioquimicamente, el proceso se realiza sin gasto
energético y la fragmentacion de la cromatina se produce después de la lisis celular. Este tipo
de muerte se ha identificado en la patogenia de enfermedades asociadas con muerte neuronal

por hipoxia-isquemia, hipoglicemia, ect.

La apoptosis, por el contrario, esta asociada a la renovacion fisiologica de células y
tejidos. Se produce en células aisladas y puede ser inducida o inhibida mediante la activacion
de diversos genes (Shi y cols, 1992; Sentiman y cols, 1991). Las células presentan una serie de
cambios degenerativos que incluyen agregacion de la cromatina, condensacion celular y
nuclear con vacuolizacion citoptasmatica (cuerpos apoptoticos), aunque se mantiene la
integridad de sus organelas y de su membrana. /i vivo, los cuerpos apoptoticos son
rapidamente reconocidos y fagocitados por macrofagos o células epiteliales adyacentes, no
existiendo una respuesta inflamatoria evidente. /i vifro, éstos constituyen los ultimos
fragmentos celulares visibles. Bioquimicamente, el hecho mas destacado es la degradacion del
DNA genomico y los cambios irreversibles que se producen antes de perder la integridad de
la membrana celular (fragmentacion prelitica del DNA). En algunos sistemas esta
fragmentacion ha sido observada como resultado de la activacién de endonucleasas nucleares
dependientes de Ca™ y Mg”". Estas enzimas se unen selectivamente al DNA entre unidades
nucleosomales, generando fragmentos mono y oligonucleosomales de DNA. Estos
fragmentos aparecen en un gel de agarosa formando una caracteristica escalera con los
peldafios separados por unos 200 pb (Wyllie y cols, 1980), o 50 kb (Walker y cols, 1993). El
tipo y la extension de la fragmentacion de DNA puede vanar. De hecho, se han observado
evidencias morfologicas de apoptosis en diversas situaciones donde no era detectable la

degradacion internucleosomal del DNA (Walker y cols, 1993).
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OBJETIVOS

1.- Establecimiento y mantenimiento de una linea celular que exprese receptores de

kainato.
2.~ Caracterizacion molecular y funcional de los receptores de kainato en esa linea.

3 - Determinacion de! grado de implicacion de los receptores de kainato en procesos

de muerte celular.

~16-



MATERIALES Y METODOS



MATERIALES Y METQODOS

MATERIALES Y METODOS

1.- CULTIVOS CELULARES

Tanto el cultivo de las diversas lineas celulares como los cultivos primarios se
realizaron en condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo vertical. Los medios
y matenales utilizados fueron estériles. Todas las células se crecieron en un incubador

humidificado a 37°C y con una atmosfera de 5% de CO,.
1.1.- CULTIVO DE LA LINEA CELULARR 110

La linea celular R 110 generada por Matute y colaboradores (1992), llegd al
laboratorio en un raton desnudo portador del glioma. Para la obtencion de estas células se

siguié el método descrito por Hockfield y cols (1993), ligeramente modificado.

Tras el sacnficio de un raton desnudo portador del glioma se extrajo el tumor en
condiciones de esterilidad. El tumor se disgregd mecanicamente y se incubd con tripsina tipo
I (100 mg/ml) durante 10 minutos. Una vez lavada la tripsina, el macerado se paso
sucesivamente a través de agujas de calibre decreciente para obtener una suspension de
células aisladas. El resultado se centrifugd (5°) a 1.000 rpm. El "pellet" se resuspendio en
medio de cultivo, permitiéndose su decantacion. El material decantado se sembrd en un
frasco de cultivo (frasco 1). Este proceso se repitio 3 veces, disminuyéndose la velocidad de
centrifugacion (800 y 500 rpm, respectivamente). Los dos primeros frascos se mantuvieron

hasta que se comprobé que el frasco 3 progresé adecuadamente.

En los diez pnmeros pases las células de la linea R 110 se mantuvieron en medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino
inactivado (10%), suero de caballo inactivado (6%), glutamina (2mM), penicilina (100 UL/ml)
y estreptomicina (100 ug/ml) En pases sucesivos se redujo el suero de caballo hasta

eliminario del medio. En estas condiciones las células se desarrollaron adecuadamente. Tras
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30 pases las células siguieron conservando sus caracteristicas morfologicas.

Las células se levantaron de los frascos de cultivo cuando presentaron un 80% de
confluencia. En los primeros pases la adherencia celular fue mayor y se utilizé tripsina para
despegarlas. En pases sucesivos se conseguié el mismo resultado utilizando una solucion
compuesta por PBS y EDTA 5mM. La viabilidad celular se valoré con azul de tripano y fue
mayor del 87%. Las células se sembraron en frascos de cultivo, placas Petri 35 mm o placas

multipocillos sin tratar segun el experimento.

Para su almacenamiento las células de la linea R 110 se congelaron en una solucidn
compuesta por dimetilsulfoxido (DMSO) y suero fetal bovino (1:10), y se mantuvieron a -
70°C. Las células se descongelaron en suero fetal bovino, se centrifugaron durante S minutos

a 900 rpm, y se resuspendieron en el medio de cultivo anteriormente descrito.

1.2.- SUBCLONAJE DE LA LINEA R 110 POR DILUCION INFINITA

Para el subclonaje de la linea R 110 se siguio el método descrito por Hockfield y cols

(1993), con ligeras modificaciones.

Las células se levantaron del frasco de cultivo, como se indico en el punto anterior, y
se obtuvo la suspension de células a subclonar. Con la ayuda de un hemocitometro, se
determiné el niimero de células de la suspension, diluyéndose una alicuota de estas células en
medio de cultivo a una concentracion de 100 células/ml y otra de 5 células/ml. Se sembrd la
mitad de una placa de 96 pocillos (200 pl/pocille), con cada una de las concentraciones,
encontrando en promedio segin la dilucidn, una o cinco células por pocillo. Tres dias
después, se revisaron los pociilos y se descartaron aquellos que presentaron numerosas

colonias, seleccionandose aquellos donde se observaron colonias Ginicas.

Dos semanas después del subclonaje, las células formaron una monocapa. Los
pocillos seleccionados se expandieron tras permitir la confluencia y se congelaron para su

almacenaje.
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La morfologia de los clones aisados fue semejante a la de sus parentales,
predominando las células fusiformes sobre las poligonales. Ninguno de los clones obtenidos
presento una unica morfologia, aunque procedieran de pocillos donde sélamente se observara

una colonia.

1.3.- CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS DE HIPOCAMPO

Los cultivos de neuronas de hipocampo se prepararon siguiendo el protocolo de

Banker y Goslin (1991), con ligeras modificaciones.

Los hipocampos procedentes de cerebros de embriones de ratas Wistar de 17 dias se
disecaron y lavaron en una solucion salina (PBS) con glucosa, incubandose a continuacion en
PBS con glucosa y tripsina (1.25%) durante 15° a 37°C. Posteriormente fueron disociados
mecanicamente pasandolos a través de varias pipetas Pasteur de diametro decreciente hasta
obtener una solucion de células atsladas. El volumen se ajusto para una densidad de 300.000
células/pocillo, realizandose la siembra en placas multipocilio previamente tratadas con poly-
D-lisina (10 pg/ml) y laminina (4 pg/ml) (ambos de Sigma) (Collins, 1982). En los
experimentos en los que se usaron sustancias fluorescentes, las células se sembraron sobre

cubreobjetos estériles limpios y tratados con poly-D-lisina y laminina.
Las neuronas se mantuvieron en medio de cultivo Neurobasal suplementado con B-
27 (al 4%) (ambos de Gibco) (Brewer y cols, 1993) y con glutamina (2 mM) y antibioticos.

La mitad del volumen del medio de cada pocillo se renovo a las 72h.

1.4.- CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS

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

modificaciones.
Se extrajeron los cerebros de 2 ¢ 3 ratas Wistar postnatales de entre 0-2 dias. Los

cerebros se mantuvieron en una solucidén de Hank sin calcio ni magnesio pero con glucosa

(0.45%) vy antibioticos, hasta que se disecaron las cortezas cerebrales. Los bloques de tejido
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se disociaron mecénicamente y se pasaron secuencialmente por pipetas Pasteur de diametros
decrecientes. La suspension celular se centrifugd (57) a 900 rpm. El “pellet” se resuspendio en
DMEM suplementado con suero fetal bovino y antibioticos, y la viabilidad celular se estimo
con azul de tripano. Las células se sembraron en frascos de cultivo de plastico de 50 ml a 10 x
10° células/frasco. Después de 20 minutos, las células que no se adherieron fueron desechadas
por aspiracion del medio. Los frascos de cultivo fueron incubados a 37°C en una atmosfera
humificada de 5% de CO; en aire, por periodos de 10-14 dias hasta confluencia. El medio de
cultivo se renovo cada semana. Una vez obtenida una monocapa celular, las células se
sometieron agitacion en un incubador durante 18 horas, para eliminar todas las células que no
fueran astrocitos. Una vez eltminadas las células no adhendas, los astrocitos se resembraron

en placas de plastico de 24 pocillos.

2.- TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS

Las corrientes de membrana se midieron con la técnica de fijacidn de voltaje ("patch

clamp") en la configuracién de célula completa ("whole cell') (Hamill y cols, 1981), usando

un amplificador List L/M EPC-7.

Las pipetas de registro usadas se fabricaron a partir de microcapilares de borosilicato
(1.2 mm X 0.68 mm AM SYSTEMS. INC} estiradas en un estirador horizontal siguiendo un
programa con multiples pasos. Una vez estiradas, la punta de éstas se pulié mediante un pulso
de calor. La resistencia de las pipetas vario entre 1 y 5 megaohmios, cuando se llenaron con la

solucidn de registro (ver mas adelante).
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Succién O

Sellado Célula Completa
—_—

Célula adherida

Figura 1. Desarrolio de la técnica de "patch clamp® para conseguir la configuracion de célula completa.
1) Aproximacion de la punta de la pipeta a la superficie celular. 2) Formacién del gigasello. 3} Rotura

controlada de la membrana celular y acceso al interior celular.

Para activar los receptores y cambiar las soluciones extracelulares, se utilizé un
sistema de perfusion rapida construido expresamente en el laboratorio. El sistema de
perfusion se compuso con ocho tubos de vidrio alineados (capilares de 10 pl, 41 pm X 278
um & externo, modelo P-1924. SIGMA USA) pegados entre si con una resina epoxi. Cada
uno de ellos, mediante un tubo de polietileno (P-60 Clay Adams USA) se conectd a un
deposito situado a una determinada altura sobre la preparacion. El desplazamiento lateral de
los tubos del sistema de perfusion se realizd mediante un motor que estuvo controlado
manualmente o por un ordenador personal, La velocidad de intercambio de la solucion se
midi6 como la variacion del potencial de punta de una micropipeta cuando se pas6 de una

solucion extracelular de NaCl 160 mM a otra diluida 10 veces (ver figura 2).

El sistema de perfusién se situd aproximadamente a 200-300 pm del soma celular,

garantizandose una perfusion rapida y homogénea de toda la superficie celular.
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Figura 2. Esquema del sistema de perfusion. A y B) El movimiento de los tubos determina €l tipo de la
solucion exiracelular que rodea la célula. El movimiento se efectia manualmente o mediante un
ordenador. C) La velocidad de intercambio medida como el cambio del potencial de punta al sustituir
una solucion control (160 mM de sodio) por otra diluida diez veces. La variacion de 1a corriente siguid

sendas exponenciales con constantes de tiempo (7) de aproximadamente 1 ms.

Para evitar la acumulacion de las soluciones perfundidas, el bafio se lavo

continuamente manteniéndose constante el volumen en la placa de registro.
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Las respuestas obtenidas se filtraron a 1 Kbz y se adquirieron en un ordenador
personal con una frecuencia de muestreo de 1.2-2.5 KHz usando el programa Clampex
(pClamp 5.0.2 Axon Instruments). Los registros se analizaron con el programa Clampfit
(pClamp 502 y 6.0 Axon Instruments). La representacion de los datos y los estudios
estadisticos se realizaron mediante el programa SigmaPlot versiones 5.0 y 6.0 (Jandel). Todos
los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-25°C). Los resultados se
expresaron como la media de los valores * el error standard, indicandose el nimero de células

utilizado en cada caso.
2.1.- SOLUCIONES DE REGISTRO

2.1.1.- SOLUCIONES EXTRACELULARES

Para caracterizar la selectividad idnica del canal activado por acido glutamico, asi
como su sensibilidad ante el bloqueo por parte de diversos iones y moléculas organicas, se
analizaron las corrientes macroscopicas producidas por la activacion de los receptores en
varias soluciones extracelulares de distinta composicion. La solucion externa usada como
control fue (en mM): 165 NaCl, 2.5 KCI, 1.8 CaCl,, 2 MgCl,, 10 glucosa, 10 HEPES,
ajustandose el pH con NaOH. En los experimentos donde se valoré la permeabilidad a otros
iones, el Na* fue sustituido totamente por Cs” o por Ca’". En esta ultima solucion para
mantener la osmolaridad constante el Na" restante fue sustituido por N-metil-D-glucamina

(NMDG).

El pH y la osmolanidad en todas as souciones se ajustaron a 7.4 y 330 mOsm,
respectivamente. La medida de la presion osmotica se realizd con un osmometro de presion
de vapor (Wescor 5500). Antes de su uso todas las soluciones externas se filtraron a través de
un filtro de 0.22 pm (Millipore). En los experimentos donde se utilizaron sustancias disueltas

en solventes organicos (por e¢j. DMSO), la concentracion final del producto siempre fue

menor del 0.1%.
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2.1.2.- SOLUCIONES INTRACELULARES

I.a composicién ionica de la solucion que se uso para rellenar las pipetas de registro
consistio (en mM): 140 Cs(CH;SQz), 0.5 CaCl,, 5 CsCl, 5 MgCl, 10 EGTA, 10 HEPES, el
pH se ajustd con CsOH. Ei Cs(CH:SO;) fue sustituido por Na(MeSO;) cuando se valoro la
permeabilidad a otros iones y por KClI en los experimentos donde se registraron las corrientes

de K* voltaje dependientes.

El pH y la osmolaridad en todas las soluciones intracelulares se ajustaron a 7.3 y 315
mOsm, respectivamente. Las soluciones se filtraron con un filtro de 0.22 um (Millipore) antes

de llenar la pipeta de registro.

3.- ENSAYOS DE EXCITOTOXICIDAD CELULAR

Los ensayos se realizaron en condiciones de esterilidad. Las células se mantuvieron en

un incubador de cultivo a 37°C y 5% de CO,.

Se afladieron concentraciones fijas de las posibles sustancias excitotdxicas con
distintos tiempos de exposicion. La exposicion termin6 con la eliminacion de la sustancia
problema y la adicion de medio de cultivo. Los pocillos control sufrieron las mismas
manipulaciones que los tratados. Cada tratamiento se realizo simultaneamente en tres o
cuatro pocillos dentro de la misma placa. La valoracion se hizo analizando 4 campos/por

pocillo, normalmente a las 24 h de retirar Ia sustancia problema.

Todos los ensayos de excitotoxicidad en neurconas se realizaron en cultivos de
neuronas hipocampicas de tres o cuatro dias. En cultivos primarios de neuronas y astrocitos,

el tiempo de exposicion fue de 3 h y la valoracion se realizd 24 h después de retirar la

sustancia problema.
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3.1.- VALORACION DE LA MORTALIDAD CELULAR

Los métodos de valoracion que a continuacion se describen se realizaron utilizando

los protocolos descritos por McGahon y cols (1995), con ligeras modificaciones.

3. 1. 1.- EXCLUSION DE AZUL TRIPANO

El azul tripano es un agente impermeable a la membrana celular intacta, de tal manera

que las células que estén vivas no incorporan este colorante.

Para valorar la mortalidad celular se retiro el medio de cultivo y se afiadio un volumen
igual de sotucion azul tripano (0.1% p/v) en PBS, durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Se contaron de tres a cinco campos y un minimo de 100 células por campo en cada pocillo.
Las células azules se contabilizaron como células muertas. La mortalidad celular se calculé en

porcentaje para cada campo por separado y se obtuvo el promedio.

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

La viabilidad se valoro también con ioduro de propidio y acetato de fluoresceina tras
la incubacion con ambos fluorescentes. Las células vivas metabolizan el acetato de
fluoresceina (Fda) y emiten fluorescencia verde, mientras que el ioduro de propidio (PI) se
intercala en los 4acidos nucleicos v emite fluorescencia roja, proceso unicamente posible
cuando las células pierden la integridad de Ja membrana. Unicamente las células que emitieron

fluorescencia roja se consideraron como células muertas.

Una vez aspirado la mitad del medio de cada uno de los pocillos de la placa, las
células se incubaron durante tres minutos en oscuridad y a temperatura ambiente con 500 pl
de una solucidn compuesta por Fda (0.192 mg) y P1 (0.6 mg) en 10 ml de PBS. Las muestras
se contabilizaron inmediatamente después de realizar la tincién, dado que la unidn del PI al

DNA es reversible. El porcentaje de mortalidad celular se calculé como en el punto antenior.
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3.1.3.- HOECHST 33342

Tgualmente se ensayo la viabilidad celular con el Hoechst 33342, un derivado del
benzimidazol, que emite una fluorescencia azul cuando es excitado por luz ultravioleta. Este
compuesto no es un intercalante de DNA, pero se une al DNA especificamente
preferentemente a regiones ricas en bases adenina-timidina (A-T), marcando fuertemente los

nucleos celulares de las células alteradas.

Una vez retirado el medio de cultivo, la placa se incubd durante 15 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente con una solucidon Hoechst 33342 en PBS con una
concentracion final de 1 mg/ml. Tras retirar la solucion y afiadir PBS se valoré la muerte
celular en funcion de la morfologia celular y nuclear, y la intensidad de la fluorescencia. Las
células viables mostraron una morfologia normal y una fluorescencia azul baja y homogénea,
mientras que las células muertas exhibian una morfologia alterada y una fluorescencia azul

intensa. De esta manera, los nicleos picnoticos y apoptoticos fueron facilmente identificables.
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De las lineas estudiadas, la linea R 110 fue la Unica que presentd respuestas
electrofisiologicas tras la aplicacién de glutamato y kainato. La linea celular de origen neural
NCB-20, y las lineas celulares de origen glial U-138 y U-373, fueron insensibles a la perfusion
de glutamato (1 mM) (datos no ilustrados), AMPA (500 M) y kainato (300 M), agonistas
de los diversos receptores glutamatérgicos (figura 3). Sin embargo, la linea NCB-20 fue

sensible a la aplicacion de serotonina (5-HT 3 pM) (ver figura 3).

La linea R 110 es un glioblastoma multiforme primitivo de origen oligodendrocitico,
como indica su inmunopositividad para proteina basica de mielina (MBP) y vimentina
(Matute y cols, 1992). En un primer estadio la linea R 110 se crecié en MEM suplementado y
se mantuvo mediante pases por raton desnudo. Posteriormente, esta linea se crecid in vitro en
medio de cultivo mas enriquecido y fue almacenada en alicuotas congeladas a -70°C (ver

materiales y métodos 1.2).

Tras 30 pases, la linea presento las mismas caracteristicas. La morfologia celular se
conservd a pesar de las manipulaciones, encontrando el mismo porcentaje de células
poligonales y fusiformes (un 20-30% y un 70-80%, respectivamente) que el descrito
previamente por Matute y colaboradores (1992). La viabilidad celular fue superior at 87%
tanto en células recién descongeladas como en pases sucesivos. Un 59% de estas células no
presentaron respuestas ante la aplicaciéon de kainato y glutamato, mientras que el 41%

restante mostrd respuestas de diferente amplitud comprendidas entre 10 y 100 pA (ver tabla

1.
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Figura 3. Efccto de diversos agonistas de receptores glutamatérgicos en lincas celulares de origen
nervioso. La finea R 110 fue la vnica en la que se observo activacion de corricntes de membrana tras la
aplicacién de agonistas glutamatérgicos (AMPA 500 pM. KA 300 yM y Giu 1 mM). La linca NCB-20
presenté respuestas ante la aplicacion de serotonina (5-HT 3 uM). Todos los registros se realizaron a un

potencial de membrana de -70 mV.
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SUBCLONAJE DE LA LINEA R 110

Con el fin de incrementar el porcentaje de células con respuesta, se realizé un
subclonaje por dilucion infinita. Para ello y siguiendo los pasos descritos en matenales y
métodos 1.3, se aislaron 18 clones, de los que se estudiaron 9 tras su crecimiento. La
morfologia celular de éstos fue semejante a los parentales, predominando las células de tipo
fusiforme sobre las planas poligonales. Curiosamente, ninguno de los clones obtenidos
presento una unica morfologia celular, aunque procedieran de pocillos donde sélamente se

detectd una colonia.

En los clones obtenidos se determind electrofisiologicamente la presencia de
respuestas a kainato, cuantificandose en 486 células el porcentaje de células con respuesta y la

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

185 Parental 59.5 232 8.6 4.4 2.7 1.6
10 E10 100

7 B4 71.4 28.6

10 D5 70 30

9 G5 66.7 33.3

10 D38 20 70 10

34 F5 14.7 58.9 20.6 59

42 D4 40.5 26.1 14.3 14.3 4.8

64 E7 312 17.2 18.8 203 7.8 4.6
115 F8 16.5 14.8 14.8 36.5 13 4.4

Tabla 1. Subclonaje de Ia linea R 110. Porcentaje de células comprendidas en cada rango de amplitud de
respuesta a un pulso de kainato 300 mM tras el subclonaje de la linea R 110 n indica el nimero de células

registradas en cada caso.

En varios clones (D4, E7, FS y F8) se encontré mayor porcentaje de células con
respuesta que en los parentales (40.5% de células con respuesta y 8 7% con respuestas

mayores de 50 pA). Uno de ellos (F8) presentd un 83.5% de células con respuesta y un
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53.9% con amplitudes mayores de 50 pA. Sin embargo, en otro (E10) no se identificaron

células con respuesta (ver tabla 1).

Tras esta primera valoracion se decidio realizar el resto de los ensayos funcionales

utilizando preferentemente los clones E7 y F8.

PROPIEDADES DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN LA LINEA R 110

Los receptores de kainato se desensibilizan rapidamente. El proceso de
desensibilizacién de las respuestas sigue un proceso monoexponencial que puede verse
limitado por las condiciones de registro. Las células de la linea R 110 presentaron una
morfologia celular plana que dificultaba una vez establecida la configuracion de célula
completa, la difusion de las sustancias problemas cuando la célula estaba pegada y/o acoplada
a otra en la placa de registro. En la figura 4 se muestra como las condiciones de perfusion y
de fijacion de voltaje mejoraron cuando la célula se despegd de la placa de registro (ver figura
4). En estas condiciones, se observd en todos los casos una constante de desensibilizacion
mas rapida al ajustar una exponencial al proceso de desensibilizacion de las respuestas (ver
figura 4). Asi mismo, se observd un aumento en la amplitud de las respuestas cuando la célula
se encontraba aislada, que podria justificarse por la activacion rapida de un mayor nimero de
receptores. Cuando la célula se encontraba junto a otras células, se observd una disminucion
en la amplitud al despegarla, que podria reflejar la respuesta individual de esta célula frente a
una “respuesta grupal”. Ello sugiere que estas células podrian estar acopladas eléctricamente,
como se ha descnto en astrocitos y oligodendrocitos adultos (Nedergaard, 1994; Ransom y

Kettermann, 1990) (ver figura 4).
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Figura 4. La cinética y la amplitud de las corrientes activadas por glutamato (5 mM) cn células de
la linea R 110 varian tras ser despegadas de Ia placa de cultive. A) Célula aislada. B} Célula situada
en un agregado de 4 células. La amplitud de la respuesta siempre aumenté cuando se despegd una célula
aislada de fa placa de cultivo. mientras que disminuyé cuando ésta procedia de un agregado de células.
Obsérvese como el proceso de desensibilizacion, que sigue un curso exponencial (linea gruesa) aumenta

su velocidad tras despegar la céfula de la placa (D). Las respuestas se obtuvieron a un potencial de

membrana de -70 mV.

En las células R 110 la aplicacion de glutamato activo de forma dosis dependiente una

corriente entrante inactivante. Kainato (KA) y quiscualato (QUIS) produjeron respuestas

semejantes.

Otros agonistas glutamatérgicos como el acido N-metil-D-aspartato (NMDA, 200
uM en presencia de Gly 20 uM; n = 11) y el acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
propionato (S-AMPA, 1 mM; n = 8), no produjeron ninglin tipo de respuesta. Tampoco se
encontraron respuestas en presencia de otros neurotransmisores como el 4cido gamma-
amino-butirico (GABA, 1mM; n = 11), la acetil-colina (ACh, 100 uM; n = 7) y la glicina
(Gly, 1 mM; n = 11) (ver figura 5).
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Figura 5. Efecto de diversos agonistas de receptores para neurotransmisores sohre la corriente de
membrana en la linea R 110, Los agonistas del receptor de kainato (KA, GLU, QUIS y Do), fueron capaces
de activar consistentemente corrientes de membrana. AMPA y NMDA (con gly 20 yM y sin Mg”) no

generaron ningin tipo de respuesta. Tampoco se observaron respuestas a agonistas de otros receptores. Los

experimentos. a excepcion de GABA (0 mV), se realizaron a un potencial de membrana de -70 mV.

Estas respuestas han sido adscritas a la presencia de receptores de kainato. La
aplicacion de glutamato, kainato y quiscualato, produjo una corriente rapida completamente
inactivante. La desensibilizacion sigui6 un curso temporal monoexponencial presentando una
constante de tiempo (t) de 16 + 1.2 ms, 152 +2.5msy 93 + 10 ms, para GLU 5 mM, KA 1
mM y QUIS 300 pM, respectivamente (n = 5) (ver figura 6). Domoato (Do 100 mM),
analogo estructural de kainato, activo los receptores de kainato de estas células generando
una respuesta mas lenta e incompletamente inactivada. Dicha inactivacion siguid un curso
temporal monoexponencial (t) de 263.4 + 27 ms (n = 5). La existencia de corriente medible
en condiciones de estado estacionario permitié determinar la velocidad de deactivacién de
estos receptores. Tras la retirada del agonista, la comriente decayd siguiendo un curso

temporal monoexponencial con una constante de tiempo (1) de 716.1 £ 42.6 ms (n = 5)

(figura 6).



RESULTADOS

A B
KAINATO GLUTAMATO DOMOATO
T=17.2ms 1=16ms
50
05¢ |PA

Figura 6. Los receptores de kainato de la Yinea R 110 mostraron respuestas con diferente cinética de
inactivacion en funcidn del agonista utilizado, La aplicacion de glutamato y kainato activo respuestas rapidas
que st inactivaron rapidamente. Este proceso de desensibilizaciéon pudo ajustarse a una exponencial de
aproximadamente 16 ms (linea gruesa). Domoato generd respuestas con inactivacion incompleta, que siguid un
curso temporal monoexponencial (1) de 264 ms. Tras la retirada del agonista. 1a desactivacion de la corriente

fue lenta ¥ siguid un Gnico proceso exponencial.

Respuestas similares a éstas, se han descrito en sistema nervioso periférico en
neurcnas del ganglio de la raiz dorsal (Huettner, 1990) y mas recientemente en neuronas de
hipocampo (Lerma y cols, 1993), neuronas ganglionares del trigémino (Sahara y cols, 1997),

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

Para comprobar que los distintos agonistas actuaron sobre el mismo receptor, se
realizaron experimentos de desensibilizacion cruzada. Para ello, se aplico un pulso de kainato
(300 uM), permitiéndose la desensibilizacion de la poblacion de receptores. A continuacion se
aplico un segundo pulso de glutamato (500 uM) o domoato (100 uM) (ver figura 7).
Durante el periodo entre pulsos (750 ms) la célula se encontrd perfundida por la solucion
control. Si ambos agonistas actuan sobre el mismo receptor, la respuesta del segundo se
deberia ver disminuida en amplitud respecto a su respuesta control. La respuesta control para
el segundo agonista se realizd con el mismo protocolo, pero sin aplicar el pulso previo de
kainato. Como se muestra en la figura 7, la desensibilizacion de la respuesta por kainato

previno casi totalmente la generacion de corrientes en respuesta a la perfusion de glutamato o
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domoato, confirmandose que los tres agonistas son capaces de activar la misma poblacion de

receptores.

A B

GLUTAMATO DOMOATO
KAINATO GLUTAMATO KAINATO DOMOATO

v 20

Figura 7. Los tres agonistas activan la misma poblacion de receptores de kainato. En la parte superior se
encuentran Jas respuestas a glutamato y domoato. En la parle inferior se observa la pérdida de amplitud de tales
respuestas por la aplicacion previa de kainato. En A) desensibilizacidn cruzada kainato 300 pM - glutamato

300 pM. En B) desensibilizacion cruzada kainato 300 uM - domoato 100 pM.

Con el fin de determinar la afintdad aparente de cada agonista se calcularon las curvas
dosis-respuesta para glutamato y kainato. Para ello, a un mismo potencial de membrana (-70
mV) se aplicaron ambos agonistas en varias concentraciones. Tanto glutamato como kainato
activaron al receptor de forma dosis dependiente, alcanzando un nivel maximo de respuesta a
una concentracion proxima a 3 mM y 1 mM para glutamato y kainato, respectivamente. Los
datos experimentales se normalizaron y se ajustaron a la ecuacion de Hill, calculandose las
concentraciones a las cuales la activacion de los receptores fue del 50% (ECs). Glutamato
presento un ECs de 335 + 21.8 pM, mientras que kainato presentd una afinidad
aparentemente mayor, con un ECs de 15 £ 2.7 uM (ver figura 8). Estos valores son

semejantes a los obtenidos en neuronas de hipocampo en cultivo (Lerma y cols, 1993) y
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neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Huettner, 1990), que presentan receptores selectivos

para kainato.

100

< 80 .

P Kainato

'<_c ECg,= 15 M

v 60 A

5 —
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@ 40 \

I Glutamato
20 — EC = 335 kM
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Figura 8. Los receptores glutamatérgicos de 1a linea R 110 presentan alta afinidad por kainato pero no
por glutamato. Curva dosis respuesta para ambos agonistas. Los puntos representan la media + error
estandard de los valores oblenidos de 8 - 12 células. La linca sélida corresponde al ajuste a la ecuacion R =
Rpued (1 - (ECso/ Ago)”) de los datos experimentales. “R,x” €5 la respuesta maxima. “ECs,” la concentracion
que activo el 50% de los receptores, "Ago" Ia concentracion de agonista y n el coeficiente de Hill. Este fue de 1

y 0.8 para glutamato y kainato respectivamente.

Con el fin de determinar si kainato y glutamato presentaron igual eficiencia para
activar los receptores de kainato, en 15 células se aplicaron concentraciones saturantes de
glutamato (Glu 3 mM) y kainato (KA 1 mM) (ver figura 8), comparandose la amplitud de las
respectivas respuestas. La corriente maxima activada fue igual para glutamato (100%) que

para kainato (99.46 + 1.7%) (ver figura 9).
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Figura 9. Glutamato y kainato activaron los receptores de Kainato con similar eficacia. La amplitud total
de las respuestas, fue similar a concentraciones saturantes de glutamato y kainate (3 mM y 1 mM,

respectivamente). Los experimentos se realizaron a un potencial de membrana de -70 mV.

Como se describié anteniormente, la velocidad de entrada en el estado desensibilizado
de los receptores de kainato es rapida. Para determinar la velocidad de recuperacion del
receptor desde el estado desensibilizado, se aplicaron pares de pulsos con distintos intervalos
de tiempo. Estos experimentos pusieron de manifiesto que la velocidad de recuperacion del
receptor desde el estado desensibilizado depende del agonista utilizado. Asi, cuando se
empled glutamato como agonista, fue necesario separar las aplicaciones aproximadamente
unos 10 segundos para obtener la recuperacion completa de la respuesta. Este tiempo fue
mayor (unos 40 s) al perfundir kainato (ver figura 10). Ambos procesos de recuperacion
siguieron una cinética monoexponencial, que presentd constantes de tiempo (Te) de 3.6 sy

13.7 s para glutamato y kainato, respectivamente.

Estos datos ponen de manifiesto que el tiempo de recuperacion de los receptores de
kainato es considerablemente mayor que el descrito para los receptores de AMPA o NMDA.
Por ello, en todos los experimentos, los pulsos de agonista se espaciaron al menos 30 s
cuando se utilizd glutamato como agonista y 60 s al aplicar kanato para garantizar la

recuperacion de todos los receptores,
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Figura 10, La velocidad de recuperacion del estado desensiliilizado de los receptores de kainate es muy
baja y depende del agonisia, Pares de pulsos de agonista pusicron de manifiesto que la recuperacion de la
desensibilizacion seguio un proceso monoexponencial (C), que cursé mas rapidamente cuando el receptor se
activé con ¢l agonista endégeno glutamato (A) que cuando se hizo con kainato (B). Los experimentos se
realizaron a un potencial de membrana de -70 mV. La concentracion de ghwtamato y kainato utilizada fue 1

mM y 300 uM, respectivamente.

La velocidad de activacién de los receptores de kainato fue dosis dependiente. En la
figura 11B se puede observar que el tiempo al pico de la respuesta obtenida con glutamato 3
mM es menor que el observado cuando la concentracion de glutamato utilizada fue menor.

Sin embargo, dicha activacion fue voltaje independiente, al no variarse la latencia de las
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respuestas con el cambio de potencial de membrana (ver figura 11A). La velocidad de
inactivacién también resultd ser dosis dependiente y voltaje independiente, observandose un
aumento en la constante de tiempo del proceso desensibilizante (1), al disminuir la
concentracion de agonista (ver figura 11B), y no verse modificadas dichas constantes (1) por

el potencial de membrana (ver figura 11A).

A

GLUTAMATO GLUTAMATO

-70mv
50
100 ms| pA

GLUTAMATO GLUTAMATO

-

GLU 300 pM

GiLU 3 mM

GLU 3 mM

50
200 ms| pA

GLU 366 um 20ms

Figura 11. La activacién y Ia inactivacién del receptor de kainato fue dosis dependiente y voltaje
independicnte, Activacion del receptor de kainato a dos potenciales de membrana (A) y con dos
concentraciones diferentes de agonista (B). A la dcha. normalizacion de las respuestas con respecto al pico de
la respuesta. En A) voltaje independencia (cn el ejemplo g = 15 ms). En B) dosis dependencia {en el ejemplo

4= 23 msy 7,= 52.7 ms para GLU 300 uM y GLU 3 mM respectivamente).

Para calcular la relacion corriente-voltaje (I/V) de los receptores de kainato, el
potencial de membrana se vari6 entre -100 y 100 mV en intervalos de 10 mV, desde un
potencial de reposo de -70 mV. Una vez establecido cada potencial de membrana, se
activaron los receptores mediante pulsos de agonista. En estas condiciones, se observo una

relacion corriente-voltaje (I/V) con una marcada rectificacion entrante. De 40 células
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estudiadas, 35 (87.5%) mostraron curvas I/V donde no se observd corriente saliente a
potenciales de membrana depolarizados (>50 mV), cuando Na' fue el catién mayoritario en la
solucién externa y Cs’ o Na” lo fueron en la interna (ver figura 12). En 5 células (12.5%), se
observé doble rectificacion en esas mismas condiciones, siendo la magnitud de la corriente
saliente menor. El potencial de reversion (Vrev) de las corrientes evocadas por kainato o
glutamato no pudo calcularse por no existir respuestas netas medibles entre 0 y 50 mV {ver

figura 12) debido a la fuerte rectificacion descrita.

GLUTAMATO
+100 mVv
70 my 7o my SLUTAMATO
.................................... .A— B
+50 mvV +50 my/
-30 mV
-50 mv
-70mv
=100 m¥
50 50
200 ms| pA -7omy 200 ms | PA
Y

)
mV

40 80

Figura 12. Los receptores de kainato mostraron una relacion I'V rectificadora de entrada. Un 87.5% de
Ias células no presentaron respuesta mensurable a potenciales positivos. Sin embargo, el 12.5% restante

mostraron doble rectificacion. En la zona superior ejemplos de estos dos tipos de respuestas, en la zona inferior

normalizacién de la corriente evocada a diferentes potenciales de membrana.

230,
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Estudios en receptores recombinantes han puesto de manifiesto que la rectificacion de
entrada de los receptores de AMPA vy de kainato estd asociada a una alta permeabilidad a
iones de calcio. Dado que la mayoria de las celulas registradas presentaron este tipo de
rectificacion, se estudio la permeabilidad a calcio con el fin de determinar si estos receptores
podrian constituir una via significativa de ingreso de calcio al interior celular. La respuesta
disminuy6 considerablemente cuando calcio fue el Gnico i6n portador de carga en la solucion
extracelular (figura 13). Asi, el aumento de la concentracién de calcio (= 10 mM) o la
eliminacion del i6n sodio y del 16n calcio de la solucion extracelular provoco la abolicion de la
respuesta (ver figura 14). Sin embargo, cuando la concentracion de calcio en la solucion
extracelular fue de 5 mM en ausencia de sodio, ia respuesta a un potencial de membrana de -
70 mV, fue el 9.5 + 0.7% (n = 7) de la respuesta en la solucion controf {ver figura 13). Dada
la existencia de rectificacion de entrada y la pequefia amplitud de las respuestas en nuestras
condiciones de registro, tampoco se pudo calcular el potencial de reversion de la corriente, y

por tanto estimarse la razon de permeabilidades Ca®'/Cs’.

KAINATO KAINATO
—_— —_—— [Ca 2“] o
20
200 ms pA
DOMOATO . DOMOATO [ca®],

Figura 13. El receptor de kainato presenta cierta permeabilidad a calcio. La amplitud de las respuestas
mediadas por el receptor de kainato al perfundir kainato 300 yM o domoato 100 pM a un potencial de
membrana de -70 mV fue diferente segiin la solucion extracelular utilizada. La relacidn entre las respuestas

obtenidas en una solucién de calcio (calcio 5 mM sin sodio) y una solucion de sodio fue del 9.5 +0.7%.
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En presencia de otros cationes, como el ién cesio, no se observo respuesta a kainato
cuando éste fue el Onico i6n permeable. La presencia de cesio en la solucion extracelular
produjo un blogueo total de la respuesta, independientemente de la solucién intracelular
utilizada (cesio metanosulfonato o sodio metanosulfonato) (ver figura 14). Sin embargo, la
presencia de Na* en la solucién extracelular, permitié que Cs' permeara a través del canal,
incluso en sentido saliente cuando desaparece la rectificacién (ver figura 12). Estos datos
pueden explicarse por la existencia de un posible lugar alostérico especifico para los
receptores de kainato, con el que el ién Na” interaccionaria permitiendo la apertura del canal.
En este sentido, experimentos realizados en nuestro laboratorio en células de hipocampo en
cultivo ponen de manifiesto que la ausencia de Na~ extracelular produce una pérdida de

funcion en los receptores de kainato.

Cs'/Na* || Cs"/Cs*.| |Na"/Na*,

Glutamato 5 mM Kainato 300 uM

£30 MV - AN - A - A+ I
70mv - -

20
200 ms| pA

Figura i4. Permeabilidad ionica de los receptores de kainato en Ia linea R 110, Glutamato o kainato
activaron canales en presencia de Na', pero no fucron capaces de generar respuestas ni en presencia de Cs* |
cuando este fue el tinico i6n penmeable. por bloquear totalmente la respuesta. Altas concentraciones de Ca™* en

ausencia de sodio en la solucion extracelular, tampoco generaron ningun tipo de respuesta.
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SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE KAINATO EN LA LINEA R 110

En colaboracion con el Dr. Diego Ruano se determinaron las subunidades del

receptor de kainato expresadas por la linea R 110.

El mRNA de una poblacion de células de la linea R 110, se retrotranscribié al
correspondiente cDNA. Usando cebadores especificos para cada subunidad y mediante la
técnica de PCR multiple (mPCR) se amplificaron fragmentos del ¢cDNA con el fin de
determinar las subunidades presentes segiin se describe en Ruano y cols. (1995). El mismo

procedimiento se aplico en muestras de RNA aislado de cerebro de rata,

Como pone de manifiesto la figura 15A, la linea R 110 no expresé las subunidades
correspondientes al receptor de AMPA, GluR1-4. La linea R 110 mostré una tinica banda (de
unos 259 pb), que se correspondi6 con la migracién del cDNA para la subunidad GLURG
(ver figura 15B).

La ausencia de expresion de las subunidades GluR 1-4 (receptores tipo AMPA), que si
aparecen (banda 750 pb) en la columna control de cDNA de cerebro de rata (ver figura 15A),
concuerda con los resultados electrofisiologicos, donde no se apreciaron respuestas a AMPA
(ver figura 5). Estos resultados indican que la linea R 110 expresa receptores de kainato,

compuestos exclusivamente por subunidades GLURG.
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A Cerebro R110 B R110
¥ &

R5 R7 KA R6
8-

750mp

(GIuR1-4) 603

310
234

512 (KA)

421 (GluR7)
259 (GIuR6)
<=1 208 (GIuR5)

Figura 15, Determinacion de las subunidades del receptor de glutamato expresadas por la linca celular R
110, Las distintas subunidades de los receptores glutamatérgicos se amplificaron por la reaccidn de la
polimerasa en cadena (RT-PCR) usando pares de cebadores especificos (ver Ruano vy cols, 1995), Como control
se utilizé cerebro total de rata. En la linea R 110, no se detectd expresion de las subunidades correspondientes
al receptor de AMPA. GluR1-4. Sin embargo, presentd una 1inica banda de unos 259 pb, que se correspondia
con ¢l tamaiio previsio del cDNA para 1a subunidad GluR6. El marcador de pesos moleculares utilizado fue el

X 174, Hae 111

En ensayos subsiguientes se ratifico el resultado anterior, obteniendo una tinica banda
de expresion a la altura de 259 pb, tanto en los parentales como en los clones ensayados
obtenidos por dilucion limite de los parentales. El clon E10, donde no se habia detectado

respuestas a kainato electrofisioldgicamente, también expresaba la subunidad GLURS6 (ver

figura 16).

Aunque la amplificacion con PCR no es un método cuantitativo, cuando las
condiciones (cantidad de DNA de partida, n® de ciclos, carga en el gel, etc...) se mantienen
constantes, se puede estimar el grado de expresion por la intensidad de la banda generada. La
mayor expresion de la subunidad GIuR6 se observo en el clon F8 (ver figura 16), uno de los

presentd mayor amplitud en las respuestas electrofisiologicas (ver tabla 1).
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GluR6
cDNA Par F5 F8 F11 E7 E10

603 603
310 310
234 234
% Parental F§ F8 £10
-_EE—(“:%)—__(H:M"* i (n=118) (n=10)
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Figura 16. Expresion de subunidades de kainato en los subclones de la linea R 110. En la figura se

ov-0¢
0v-02
08-09
0v-02
08-09

representa ¢l resultade de la amplificacion por RT-PCR para la subunidad GluR6 en cinco de los clones
aislados (gel superior) asi como los histogramas de frecuencia de las amplitudes de las respuestas a kainato en

tres de ellos. El marcador de pesos moleculares utilizado fue el @X 174, Hae 111

Como se describi6 en la introduccion, para la subunidad GLURS existen tres lugares
controlados por mecanismos de edicion del RNA. Uno en el sitio Q/R del dominio

cismembrana IT (M2) y otros dos sitios adicionales I/'V e Y/C en el dominio transmembrana I
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(M1) de la subunidad GLURG6 (para rewvision ver: Bettler y Mulle, 1995). Como los
receptores formados por subunidades editadas GIuR6(R) presentan relaciones I/V lineales
(Kéhler y cols, 1993) y los datos electrofisiologicos revelaron una marcada rectificacion
entrante, se pudo postular la presencia de receptores formados por subunidades GluR6 no
editadas GIluR6(Q) en las células de la linea R 110. Para comprobarto, se determiné el grado
de edicion del sitio /R del dominio M2. Para ello, Ja banda de cDNA obtenida por RT-PCR
se digirid con el enzima de restriccion Aci 1. El cambio de G a I en el RNA genera un sitio de
restriccion para esta endonucleasa, produciéndose en la forma editada (GluR6(R})) dos bandas
de 197 y 62 pb tras la incubacion con este enzima. En la forma no editada (GluR6(QQ)), la
banda original de 259 pb se mantiene, puesto que el sitio de restriccion no existe. Los ensayos
demostraron que las subunidades GluR6 presentes tanto en los parentales como en los clones

de lalinea R 110, se encontraron exclusivamente en su forma no editada (ver figura 17).

La presencia de formas editadas y no editadas en los sitios I/'V e Y/C localizadas en el
dominio M1 de la subunidad GluR6 fueron obtenidas por Southern blot segun el protocolo
descrito por Ruano y cols (1995). La proporcion de formas editadas (V/C) y no editadas
(I/Y) encontradas fue similar {datos no ilustrados). Estos resultados sugieren que al igual que

en neuronas, las formas editadas y no editadas pueden coexistir en la misma célula (Ruano y
cols, 1995),
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+Aci |

GIluR6
cDNA Par F5 F8 F11 E7 E10

603 603

310

234 259

197

62

Figura 17. La subunidad GIuR6 en la linea R 110 se encuentra exclusivamente en su forma no cditada.
El fragmento de DNA de la subunidad GluR6 de la linea R 110 es resistente al enzima de restriccion Aci I
aprecidndose una unica banda de unos 239 pb. Cuando el mismo ensayo se realiza con una mezcla de cDNAs
para GIuR6 con un 50% de edicion, la incubacidn con el enzima provoca dos bandas de 196 y 62 pb (flechas).

El marcador de pesos moleculares utilizado fue el (X 174 Hae 111

Por tanto, se puede concluir que la linea R 110 expresa receptores de kainato
especificos formados exclusivamente por la subunidad GluR6(Q). El segmento M1 presenta
todas las vaniables posibles de edicion. Los datos moleculares se correlacionan perfectamente

con las caracteristicas funcionales observadas para los receptores de kainato en esta linea

celular.
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PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DEL RECEPTOR DE KAINATO

El receptor de AMPA posee un lugar de regulacion alostérica, que es reconocido por
ciclotiazida (CTZ), benzotiadiacina estructuralmente relacionada con los diazoxidos. Este
compuesto produce potenciacion de la respuesta estacionaria de los receptores tipo AMPA

inducida tanto por AMPA como por kainato (Patneau y cols, 1993).

Con el fin de comprobar si en el receptor de kainato expresado por las células R 110
existia un lugar de regulacion alostérica semejante, se estudio la capacidad de modulacién de
estas respuestas por CTZ. Para ello, se aplicé kainato (300 pM) en presencia de dos
concentraciones de ciclotiazida (10 pM y 100 uM). En seis células estudiadas la aplicacion de
CTZ ni potencio la respuesta ni redujo el grado de desensibilizacion del receptor. La amplitud
de las respuestas tras la aplicacion de kainato fue semejante a la obtenida al perfundir kainato
y CTZ, independientemente de la concentracion de CTZ utilizada (98.7% £ 4.2 y 98.75% +
5.1 de la amplitud de la respuesta control para KA + CTZ 10 uM y KA + CTZ 100 uM,

respectivamente) (ver figura 18).
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Figura 18. Ciclotiazida, modulador alostérico de los receptores de AMPA, no actiia sobre los receptores
de kainato presentes en la linea R 110. La aplicacion conjunta de CTZ y kainato no produjo ningin efecto en
los receptores de kainato. Concentraciones saturantes de CTZ para cl receptor dc AMPA, ni potenciaron la

respuesta ni redujeron el grado de desensibilizacion de los receptores de kainato.

Es conocido que las subunidades KA] y KA2 cuando forman parte del receptor de
kainato al expresarse con GluR6, otorgan al receptor sensibilidad a AMPA con muy baja
afinidad. Aunque en los estudios de PCR, no se observé la expresion de estas subunidades, se

estudio el efecto de AMPA sobre las respuestas de kainato.

En la linea R 110, AMPA no fue capaz de generar ningln tipo de respuesta (ver
figura 5). Mediante experimentos de desensibilizacion cruzada con S-AMPA 1 mM y KA 300
pM, tampoco se evidencid que AMPA indujera desensibilizacion del receptor de kainato
(datos no ilustrados). Sin embargo, la coaplicacion de AMPA y KA produjo una pequeiia
reduccion en la amplitud del pico de la respuesta respecto a la perfusion de kainato en

ausencia de AMPA (14.4% + 3.6; n = 4). La adicion de ciclotiazida (10 M) no modifico el
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porcentaje de reduccién obtenido (13.3% £ 4.5; n = 3) (ver figura 19), pudiéndose concluir

que AMPA puede actuar como antagonista poco potente del receptor de kainato.

KAINATO KAINATO + CTZ
S-AMPA S-AMPA KAINATO

100 —

60 -

40 -

RESPUESTA (%)

20

AMPA+KA

Figura 19. S-AMPA actiia como antagonista poco potente de los receptores de kainato en la linea R 110.
La coaplicacion de AMPA (200 M) y kainato (300 pM) produjo una pequefia reduccién del pico de kainato.
La adicion de CTZ (10 uM) no modifico los resultados.

Las respuestas evocadas por kainato 300 uM fueron bloqueadas de manera reversible
por CNQX, antagonista competitivo de los receptores de AMPA, presentando una ICs de
38.5 + 6.3 uM (ver figura 20). Este valor es considerablemente mayor que el calculado para
este tipo de receptores en neuronas de hipocampo (ICso = 6.1 pM) (Paternain y cols, 1996), y

revela una baja afinidad de este antagonista por el receptor de kainato expresado en las

celulas R 110
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A

KA300 pM  +10 pM CNQX KA 300 uM

£y

IC,, = 38.5 pM

RESPUESTA A KAINATOC (%)

¢ -rr———71 717
A 1 10 100 10000
CNOX (uM)

Figura 20. Efecto del CNQX sobre los receptores de kainato presentes en la linea R 110, A) CNQX inhibe
reversiblenenite las respuestas de katnato. B Curva dosis-inhibicién de CNQX de las respuestas a kainato (300
pM). La curva corresponde al ajuste de a ecuacidon R = 100/ (1 + Ant'/ICs,") a los datos experimemales,
siendo Ant la concentracion de anfagonisia. 1Cs, la concentracién de antagonista que produce el 50% de la
inhibicion maxima y n el coeficiente de Hill. Los puntos se corresponden a la media de los valores obienidos L

¢l error standard en 10-21 células.

Las 2,3-benzodiacepinas recientemente desarrolladas por Tarmawa y cols (1989) se
comportan como antagonistas no competitivos de los receptores de AMPA. En neuronas de
hipocampo en cultivo el efecto de GYKI 52466 es aproximadamente unas 45 veces menos
potente sobre los receptores de kainato que sobre los receptores de AMPA, calculandose un
ICs de 9.8 UM y 450 uM para los receptores AMPA y kainato respectivamente (Paternain y
cols, 1995). En neuronas del ganglio de la raiz dorsal se necesitan concentraciones >200 pM
para conseguir el mismo efecto. La inhibicion de este compuesto es independiente del

potencial de membrana y de la concentracion de agonista utilizado (Wilding y Huetiner,
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1995). En la linea R 110 las respuestas de KA 100 pM fueron inhibidas pobre y

reversiblemente por concentraciones crecientes de GYKI 52466. La ICsq calculada fue de 281

+ 98.5 uM (ver figura 21), semejante al encontrado en células del ganglio de la raiz dorsal.

A

KA 100 uM + GYKI! 3 uM

h

+ GYKI 10 pM

20
B 100 ms pA
120 -
e 100 4 ——
o L
e !
S 80~ i
<L
X
< 60 ! i
<< !
=
0 e
= 40 {
0. ;
w i
w ;
& 20 ;
|
0 — .
0 1 3 10 30 100

[GYKI] (M)

Figura 21. Efecto del antagonista no competitivo de los receptores AMPA, GYKI 52466, sobre los

receptores de kainato. A) Respuestas de kainato 100 mM antes y en presencia de concentraciones de GYK]

52466 crecientes. B) Inhibicion de 1a respucsta de kainato por concentraciones crecientes de GYKI 52466, Las

barras representan Ja media de los valores obtenidos + el error standard de 4-12 células.

Las lectinas son proteinas con sitios de union de alta afinidad para polisacaridos.

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

desensibilizacion (Mayer y Vyklicky, 1989; Wong y Mayer, 1993; Partin y cols, 1993;
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Patneau y cols, 1994). Cuanto mayor es €l nimero de sitios potenciales de glicosilacion mas
sensibles son los receptores no-NMDA. Por ello, la accion de las lectinas es mayor sobre los
receptores de kainato (6 sitios en GluRS-7 y de 8-10 sitios posibles en KA1-KA2) que sobre
los receptores de AMPA (4-6 sitios posibles). El efecto de las lectinas tras un breve periodo

de incubacion (= 3-5 minutos) es ampliamente irreversible.

En ia linea R 110, 1a incubacion con concanavalina A (ConA 0.3 mg/ml) durante 5
minutos produjo respuestas de mayor amplitud con incremento del ruido de membrana
respecto a las células sin tratar. ConA redujo la desensibilizacion del receptor, potenciando
también la respuesta al pico. La amplitud de la corriente estacionaria fue incrementada
alcanzandose amplitudes semejantes a la respuesta pico inicial (figura 22A). El efecto de
ConA no fue reversible. Una vez tratada la placa con ConA no se observaron respuestas sin
componente estacionarno en ninguna otra célula. El porcentaje de células que no respondieron

a glutamato (15%) antes de incubar la placa con ConA se mantuvo constante tras el proceso.

El tratamiento con ConA previno un 60.2 + 1.8% (n = 11) la desensibilizacion de la
corriente transitoria inicial (ver figura 22B). Esta reduccion de la desensibilizacién durante la

fase inicial de la respuesta a glutamato orgina, probablemente, la potenciacion observada del

pico de la respuesta.

Tras la incubacidon con ConA, la amplitud de la corriente al pico generada por
glutamato fue el 170.2 = 7.3% (n =5) de la amplitud a pico inicial. Asi mismo, la respuesta
estacionaria inexistente antes de la incubacion con ConA fue incrementada alcanzando

amplitudes semejantes a las observadas en las respuestas al pico control (98.1 + 8.5%) (ver

figura 22A y 22C).
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Figura 22. ConA reduce la desensibilizacidn en los receptores de kainato de la linea R 110. A) Respuesta

a glutamato 1 mM. a -70 mV, antes y después de ser incubada la placa durante 5 minutos con ConA. B) En 11

células se calculo la desensibilizacion, segiin la formula: (pico-ss)/pico x 100, evocada por glutamato 1 mM

antes y despucs de incubar la placa con ConA. ConA previno un 60.2 + 1.8% de la desensibilizacion de la

respuesta. Cy En 5 células se calculo la amplitud de la respuesta tras la incubacion de la placa con ConA.

Obsérvese la potenciacion de la respuesta pico (170.2 + 7.3%) v la aparicidn de un componente estacionario

{(platd) en la respuesta. similar en amplitud a la respucsta al pico control (98.1 £ 8.5%).

ConA no modificd la relacion I/'V (ver figura 23B) y en ninguna de las células

estudiadas se observo corriente a potenciales de membrana positivos. Tras la incubacién con

ConA, la relacion I/V de las respuestas medidas al pico y en su estado estacionario

igualmente presentarcn rectificacion entrante (ver figura 23A y B).
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Figura 23, Con A no modifica 1a relacion I'V de los receptores de kainato de la linca R 110. A) Variacién
de la amplitud de la respuesta en funcion de! potencial de membrana. Antes {izda) y después (dcha) de incubar
con ConA. B) Representacion de la relacion I/'V en células tratadas y sin tratar con ConA. Obsérvese que la

rectificacidén de entrada persiste tras incubar con ConA.

El colorante Azul de Evans (EB) ha sido descrito como un modulador de los
receptores de AMPA. Su adicion modifica las propiedades cinéticas de los receptores de
AMPA, al reducir y enlentecer su desensibilizacion (Lebmann y cols, 1992). Sin embargo,

también parece actuar como un potente inhibidor de las respuestas de kainato en células HEK
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293 transfectadas con GIUR6G(R) (Price v Raymond, 1996), y como modulador de las

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

cols, 1995).

Con el fin de determinar su accion sobre los receptores de kainato expresados en la
linea R 110, se realizaron curvas dosis-respuesta a dos concentraciones diferentes de kainato
(300 uM y 5 mM) (ver figura 25C). Los experimentos realizados indicaron un
comportamiento celular diferente en presencia de EB segun la concentracién de kainato
utilizada. Asi, EB en presencia de concentraciones saturantes de kainato (5 mM) bloqued la
respuesta (ver figura 24A), mientras que a concentraciones menores de kainato (300 uM)
potencio o inhibi6 la respuesta segun la concentracion de EB perfundida (ver figura 24B y
24C). La perfusion de kainato 300 uM en presencia de EB 1 uM gener¢ respuestas cuya
amphtud fue el 123.4 + 8.7% (n = 11) de la amplitud control, mientras que la perfusién de
concentraciones mayores de EB produjeron inhibicion de las respuestas. Estas respuestas
presentaron un componente estacionario no observado en su ausencia o cuando se perfundié
una concentracion de agonista mayor (ver figura 24). En la linea R 110 el efecto de EB soélo

fue parcialmente reversible tras el lavado, al igual que se habia descrito en neuronas talamicas

(Lebmann y cols, 1992).
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KAINATO +EB + EB
5 mM

KAINATO KAINATO +EB
B C 300 uM 10 pM

Figura 24, Efecto del colorante EB sobre los receptores de kainato presentes en la linea R 110. A) Efecto
dosis dependiente de EB sobre ias respuestas por 5 mM de kainato. En respuestas inducidas por 300 M de
kainato la perfusion de EB 1 pM generd un aumento de la amplitud de la respuesta tanto al pico como al
estado estacionario {B). La perfusion de una concentracion mayor produjo inhibicién de l1a corriente inicial,

pero potencid la corriente estacionaria (C).

El decremento de la velocidad de desensibilizacién y/o la aparicion de un componente
estacionario indicd que EB fue capaz de modular las propiedades de desensibilizacion del
receptor de kainato. La constante de tiempo del proceso exponencial que definio la
desensibilizacion (t4) se duplicod (1.96 + 0.3 veces) tras aplicar EB 1 uM (ver figura 25). Esta
accion fue dosis dependiente y mas evidente cuando la concentracioén de agonista ensayada
fue menor. Al utilizar 300 uM de KA, EB produo enlentecimientos ligeramente mayores
(2.23 £ 0.9 veces, 3.2 + 1.2 veces, para EB 1 y 30 pM, respectivamente) (ver figura 25B3).
La aparicidn de un componente estacionario al perfundir 300 pM de kainato en presencia de
EB (ver figura 24 y 25) permite estudiar la relacién entre la amplitud de la corriente
estacionaria y la amplitud de la cormente pico en presencia de diferentes concentraciones de
EB, observandose un incremento significativo y constante a todas las concentraciones de EB

ensayadas {ver figura 25D). Asi mismo, parece existir una cierta similitud entre el incremento
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de la 14 y la reduccion de la amplitud de la respuesta al pico, al ser mayor la relacion entre la
amplitud de la respuesta en el estado estacionario y la amplitud al pico segiin se aumenta la

concentracion de EB (ver figura 25B3 y 25D).
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Figura 25. La corriente evocada por kainato durante la exposicion de EB difiere del control en la 1, y en
la relacion de la corriente estacinnaria'y la corriente al pico. Corrientes evocadas por la rapida aplicacion
de 5 mM de kainato (A) 6 300 uM (B), antes (A1, B1}y durante la exposicion de EB (A2, B2). Las respuestas
de los gjemplos se ajustaron a una exponencial que aparece superpuesia al registro con la 7, indicada en cada
caso. Las 7y durante la exposicién de EB incrementaron de forma dosis-dependiente (A3 y B3) (6-11 v 9-18
celulas para A3 y B3. respectivamente). C) Curva dosis-respuesta para EB sobre respuestas evocadas por
kainato 300 pM 6 5 mM. D) Decremento de 12 desensibilizacion durante la exposicion de EB al perfundir 300
MM de kainato (n = 6). Los valores de las graficas representan la media + crror estandard. Test de Ia t de
Student- pareado siguificativamente diferente del control * p > 0.0005 y ** p < 0.07.
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PROPIEDADES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN LA
LINEA R 110

Con el fin de determinar la presencia de otras conductancias en la linea R 110, en 32
células se estudiaron las corrientes dependientes de voltaje. Las células tuvieron un potencial
de membrana en reposo de -58.3 + 5.4 mV (n = 25). En nuestras condiciones de cultivo, la
linea R 110 expresod diferentes tipos de corrientes de potasio dependientes de voltaje, no
observandose la presencia de corrientes de sodio dependientes de voltaje en ninguna de las

células registradas (n = 10).

En los experimentos que se describen a continuacion, la concentracion intracelular de

potasio fue de 136 mM vy la extracelular de 5 mM, pudiéndose calcular un potencial de

equilibrio para dicho i6n de aproximadamente -85 mV.,

La aplicacion de pulsos depolarizantes desde un potencial de reposo de -60 mV, a
diferentes potenciales de membrana que variaron desde -50 mV a 90 mV, en incrementos de
20 mV, desenmascar6 en todas las células registradas (n = 18) una corriente saliente que se
activo a potenciales mas positivos de -40 mV (-30 + 10 mV), y que presentd escasa
inactivacion. Cuando el protocolo anterior se realizo desde un potencial de membrana de -
110 mV, aparecid superpuesta a la corriente anterior una corriente inactivante, que se
desenmascaré al sustraer ambos componentes. Estas corrientes mostraron una relacion I/V
donde la conductancia aumento segun se depolarizé la celula (ver figura 26). Aunque no se
estudiaron farmacoldgicamente estos canales, estas corrientes son compatibles debido a las
soluciones utilizadas con cornentes de K', v parecen corresponderse con un rectificador

retardado (i), y una corriente tipo-A (I,).
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Figura 26. Corrientes voltaje dependientes de K observadas en la linea R 110. A) La sustraccién de
ambos protocolos permitio desenmascarar ambos componenies, Estas corrientes podrian corresponderse con un
rectificador retardado (Iy) y una corriente tipo-A (I,). B) Normalizacién de las respuestas v presentacion de

ambos componentes (n = 18).

Con el fin de no bloquear los procesos dependientes de calcio, la concentracion de
EGTA se disminuyd en la pipeta de registro (0.1 mM). En estas condiciones se observd una
corriente saliente que aumenté en amplitud en funcién del voitaje y la concentracion
extracelular de calcio, siendo mas evidente a potenciales > 50 mV (ver figura 28). En algunos
parches, se pusieron de manifiesto eventos unitarios de gran conductancia, que podrian

relacionarse con corrientes de potasio calcio dependientes Ixc,.
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Figura 28. Corriente de potasie dependicnte de ealcio en la linea R 110. A) Obsérvese como al aumentar la

concentracion de calcio extracelular. aumenta la amplitud de la corriente. ElI aumento de la corriente fue

dependiente de voltaje. B La curva I/V fue construida con los valores de 1a corriente descrita. C) La frecuencia

y la amplitud de los eventos tinicos aumentaron al depolarizar la membrana.

La aplicacion de pulsos hiperpolarizantes desde un potencial de reposo de -60 mV, a

diferentes potenciales de membrana que variaron desde -60 a -150 mV, en incrementos de -

10 mV, desenmascararon una corriente entrante en todas las células registradas (n = 12). Esta

corriente se hizo obvia a potenciales de membrana préximos al potencial de equilibrio para el

16n potasio, aumentando su amplitud a potenciales més hiperpolarizados, alcanzando su valor

maximo alrededor de -150 + 10 mV. A potenciales muy hiperpolarizados (< -120 mV), la
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corriente mostrd cierto grado de inactivacion (ver figura 29). Aunque no se estudio

farmacologicamente, esta corriente se corresponderia con un rectificador de entrada Ig.

Figura 29. Corriente Tiar en células R 110, A) Activacion e inactivacidn de 1a corriente Iy desde -60 mV.

B) I/V con la representacion de todos los valores.

Estos resultados indican que las células de la linea R 110 expresan canales de potasio
del tipo I, 1a, Ikca € Ik, los cuales han sido igualmente encontrados en oligodendrocitos

{para revision ver: Sontheimer, 1994).
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IMPLICACION DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN FENOMENOS DE
MUERTE CELULAR

MUERTE CELULAR EN LA LiNEA R 110

Existen numerosas evidencias indicando que los receptores ionotrépicos
glutamatérgicos de AMPA y de NMDA estan involucrados en la muerte neuronal
excitotoxica asociada a diversas patologias del SNC (para revision ver: Meldrum y
Garthwaite, 1990). Sin embargo, no existen datos concluyentes acerca de que los receptores
de kainato puedan o no desempefar un papel en este tipo de procesos. Ello es debido
principalmente a la carencia de agonistas especificos de estos receptores y al hecho de que los
receptores de kainato y AMPA son coexpresados en las mismas células, Como se ha
demostrado anteriormente, la linea R 110 Ginicamente expresa receptores de kainato, por lo
que representa un buen modelo para determinar si la activacidn continuada de los receptores

de kainato conlleva o no fendémenos de excitotoxicidad.

En un primer ensayo se evalud la mortalidad celular inducida por kainato 20 pM y
domoato 2 pM aplicando pulsos de distinta duracion (1 y 12 h), estimandose ia muerte
celular a las 24 h del inicio del pulso. Los resultados pusieron de manifiesto una reduccion del
numero de celulas vivas en los pocillos tratados respecto a los controles, y un mayor
porcentaje de mortalidad con domoato (16.1 £ 1.2%; 34.7 £ 04%, para 1 hy 12 h de
exposicion, respectivamente) que con kainato (11.2 +0.3%; 26.1 £5.9%, para 1 hy 12 h de
exposicion, respectivamente) en los dos tiempos ensayados (ver anexo, tabla 2). Tras este

primer ensayo el resto de los experimentos se realizaron con domoato.

La mortalidad celular se valordé con ioduro de propidio/acetato de fluoresceina
(Fda/PI) y con azul tripano. El marcaje con azul tripano no fue homogéneo por toda la
superficie celular, existiendo células parcialmente tefiidas. Para comprobar si éstas Gltimas se
correspondian con células muertas o no, se realizaron experimentos donde se valord la
muerte celular por los dos métodos anteriormente descritos. La mortalidad celular obtenida
por ambas técnicas fue semejante, descartandose la posibilidad de artefacto en la tincion y

considerandose a las células parcialmente tefiidas como muertas.
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Para verificar si el medio de cultivo ejercia alguna influencia sobre las caracteristicas y
los porcentajes de mortalidad celular encontrados, se realizaron experimentos con células
crecidas en medio de cultivo con y sin suero. Las células se sembraron con suero en ambos
casos para facilitar su adhesion a la placa. Una vez adheridas, se sustituyd el medio con suero
por otro sin suero, y se mantuvieron en estas condiciones 48h antes de realizar el ensayo. La
proporcion de células con diferente morfologia (células de tipo fusiforme y células globosas)
se conservd en los pocillos mantenidos sin suero. Las células globosas aparentemente no
modificaron su morfologia, mientras que las de tipo fusiforme se alargaron y estrecharon
respecto a las mantenidas con suero. Este fenémeno fue reversible, la adicion de suero en el

medio de cultivo revirtid el efecto observado.

El efecto excitotoxico de domoato en los ensayos sin suero fue semejante (ver anexo,
tabla 4). Por tanto, la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo no modificé

significativamente los porcentajes de mortalidad observados.

La exposicion transitoria de domoato (10 uM) produjo porcentajes mayores de
mortalidad segiin se fue aumentando el tiempo de exposicion al agonista {ver anexo, tabla 3).
Este aumento alcanzé hasta un 80% (82.9 + 1.3%, a las 48h) (ver anexo, tabla 4) al
mantenerse de una forma continuada la exposicion de domoato. Tal incremento siguid un
curso temporal que pudo ajustarse a una exponencial cuya constante de tiempo fue de 8.3 h
(ver figura 30A). En concordancia con estos datos, los pulsos de domoato de 3 h, 6 h 0 48 h
evidenciaron igualmente un incremento del nimero de células muertas, cuando ello se evaluo

a las 48 h desde el inicio del pulso (ver figura 30B).

Con la exposicion de domoato (10 pM), se observaron diferencias de morfologia
celular entre los pocillos tratados y los controles. En los primeros, las células crecieron
agrupadas, presentaron un aspecto redondeado no turgente, con pérdida de prolongaciones y
condensacion nuclear, mientras que en los controles el crecimiento celular fue homogéneo,
sin cambios morfologicos evidentes. Estos cambios fueron mas evidentes al aumentar el

tiempo de exposicion del agonista.
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Figura 30, La mortalidad cclular en 1a linea R 116 fue tiempo de exposicion dependiente. A) Evolucion de
la monalidad con el tiempo de exposicion al agonista (domoate 10 uM). La mortalidad crecid
exponenciaimente con el tiempo de exposicidon. La curva superpuesta corresponde a un proceso exponencial,
que presentd una consiante de tiempo (83% de mortalidad) de 8.3 horas. B) La exposicion transitoria de
domoato evaluada a las 48 h de 1a exposicion evidencié menor mortalidad que la obtenida en la exposicién

continuada de domoato. (*) Test de la t de Student-pareado (p <0.1).

MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS TIPO
I

En cultivos primarios de astrocitos de rata, se han descrito la presencia de receptores
funcionales tanto de AMPA como de kamato. Por ello, se estudid el posible papel

excitotoxico de los receptores de kainato en este tipo celular glial no oligodendrocitico.

Para diferenciar la toxicidad mediada por cada tipo de receptor, ésta se valord
mediante la aplicacion de domoato en presencia de GYKI 52466 y GYKI 53655,

antagonistas de los receptores de AMPA.

Los resultados indicaron una cierta toxicidad intrinseca para las 2,3 benzodiacepinas,

ligeramente mayor para GYKI 53655 que para GYKI 52466 (ver figura 31). Los pocillos
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incubados con GYKI 53655 mostraron un 5% mas de mortalidad que los tratados con GYKI
52466 (10.2 + 1.1%) (ver anexo, tabla 5). La mortalidad mediada por activacién del receptor
de AMPA se pudo calcular en el 34.8% (utilizando el GYKI 52466), mientras que cuando se
utilizd GYKI 53655 fue del 34%.

60 —
50 — ASTROCITOS
®
£ 40 RECEPTOR | MORTALIDAD
= ACTIVO NETA (%)
o 30
3 KA (GYK! 52) 8.4
o0 KA (GYKI 53) 9.2
x AMPA/KA 432
)
= 10

0
CONTROL ——

GYKI 52 100 pM —_ —
GYKI 53 100 pM _
Do 10 uM

Figura 31. Efccto de un pulsoe de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Los valores corresponden
a la media + el error estandard. Todos los pulsos tuvieron una duracidn de 3h y la valoracion se realizé a las
24h del inicio del pulso. A la derecha se indica la montalidad neta calculada inducida por la activacion de cada

lipo de receptor.

La mortalidad global del cultivo fue mayor que la observada en la linea R 110 en estas
mismas condiciones (43.2% y 25.3%, para astrocitos y células R 110 respectivamente) (ver
anexo, tabla 3), pero menor si Uinicamente se compara la mortalidad estimada mediada por el

receptor de kanato (9.2%).

Tras la incubacion con domoato, las células se presentaron edematosas con aspecto
granuloso. La tincién nuclear desenmascarod algn nlcleo picndtico y una fluorescencia

puntiforme mas acusada.
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MORTALIDAD CELULAR EN CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS DE
HIPOCAMPO

Para comprobar si la activacion selectiva de los receptores de kainato ejerce un efecto
semejante en neuronas, se realizaron experimentos similares en cultivos primarios de neuronas
de hipocampo, que expresan receptores funcionales de NMDA, AMPA y kainato (Lerma y
cols, 1993).

Con el fin de valorar el porcentaje de mortalidad celular generado por cada tipo de
receptor, los agonistas utilizados (glutamato y domoato) fueron afadidos solos o coaplicados
con antagonistas especificos de estos receptores a concentracidn saturante, D-2-amino-5-
fostonovalerato (APV) 100 uM, para antagonizar el receptor de NMDA, y GYKI 52466 6
53655 100 uM, para el receptor de AMPA. Todos los ensayos se realizaron aplicando un
pulso de agonista de 3 h de duracion cuyo efecto se valord a las 24 h del inicio del pulso,
como se habia realizado anteriormente en los cultivos de astrocitos. La mortalidad provocada
por la activacion de los receptores NMDA, AMPA vy kainato se evalud utilizando la tincién
de azut tripano o la tincion FAA/PI, valorandose también en algunos ensayos la apariencia

nuclear mediante la tincion de Hoesch 33342 (ver materiales y métodos 4).

Los cultivos neuronales fueron mas sensibles al pulso de domoato que la finea R 110
o los astrocitos (ver anexo, tabla 7). La mortalidad celular fue préxima al 70% cuando no se
afiadi6 ningun tipo de antagonista. La adicion de antagonistas redujo la mortalidad celular. En
este sentido, tanto la adicién de GYKI 52466 como la de APV fueron capaces de prevenir en
gran medida la muerte neuronal, siendo la combinacion (APV + GYKI 52466) la mas efectiva

(ver figura 32 y anexo, tablas 6 y 7).

En estos experimentos se calculd también la mortalidad neta para cada uno de los
receptores activados en neuronas. Esto se hizo sustrayendo los valores promedio de las
células muertas encontradas en presencia de los antagonistas GYKI 52466 y APV (solos o
coaplicados). Asi, la mortalidad inducida por la activacién del receptor de kainato fue
calculada a partir de la sustraccion de los valores (APV + GYKI 52466 + agonista) - (APV +

GYKI 52466) (ver anexo, tablas 6y 7). De la misma forma, se realizaron célculos parecidos
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para obtener la mortalidad inducida por la activacion de los receptores de NMDA, y de los
receptores de AMPA junto con la fraccion no bloqueada de los receptores de kainato. Al
restar de éstos, los porcentajes de mortalidad observados en (APV + agonista) - (APV), se
obtuvo la mortalidad inducida por la activacion de los receptores de AMPA y de kainato, y
finalmente al sustraer (GYKI 52466 + agonista) - (GYKI 52466) se pudo obtener la
mortalidad inducida por los receptores de NMDA vy de la fraccion no bloqueada de los

receptores de kainato (<<KA).

Cuando se utilizd glutamato (GLU 10 pM) como agonista, se obtuvo
aproximadamente un 41% de mortalidad mediada por el receptor de NMDA, un 30% por el
receptor de AMPA y un 4.7% por el receptor de kainato (ver anexo, tabla 6). Al usar
domoato (Do 10 uM), la mortalidad mediada por la activacion del receptor de AMPA o del
receptor de kainato fue semejante a la observada con glutamato (32% y 3.6%,
respectivamente). Sin embargo, se encontrd un componente resistente (= 16%) al
antagonismo total del receptor de AMPA vy parcial del receptor de kainato por GYKI 52466
que era sensible a APV (ver figura 32 y anexo, tabla 7). Esto podria deberse a que domoato
podria inducir la liberacion de glutamato que actuaria como agonista del receptor de NMDA.
Es necesanio sefalar qu= al utilizar GYKI 52466 en los célculos se estima que un 20% del
receptor de kainato es bloqueado inespecificamente (Paternain y cols, 1995), lo que ocasiona

una subvaloracién del efecto toxico de los receptores de kainato.
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Figura 32, Mortalidad mediada por receptores glutamatérgicos en un cultivo de ncuronas de
hipocampo. Efecto de un pulso de Do (10 uM) v de glutamato (3 v 10 uM) en presencia v ausencia de
antagonistas. A la derecha relacion de la mortalidad mediada por cada tipo de receptor. Obsérvese como
disminuye la mortalidad mediada por el receplor NMDA cuando se utiliza domoato como agonista
(16.19). Los valores fueron la media + el crror estindard. Todos los pulsos tvieron una duracion de 3hy la
valoracion se realizo a las 24h del pulso. (*) indica los porcentajes mediados por GLU 10 pM. (<<KA)

receplor de kainato resistente a la accion de GYKI 52466.
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Este tipo de ensayos también se realizaron en presencia de GYKI 53655, antagonista
especifico no competitivo del receptor de AMPA (ICso = 0.9 uM) que no afecta al receptor
de kainato (Paternain y cols, 1995). Los resultados revelaron que GYKI 53655 fue altamente
téxico en cultivos neuronales (ver figura 33B y anexo, tabla 8) y no produjo el nivel de
proteccion esperado. Sin embargo, dada su utilidad para diferenciar los receptores tipo
AMPA y tipo kainato, se realizaron experimentos para averiguar si este compuesto poseia
una toxicidad intrinseca o no. Para descartar una toxicidad impuesta por el solvente (CIH), se
realizaron ensayos a concentraciones diez veces menores (GYKI 53655 10 uM). Los
porcentajes de mortalidad en los pocillos donde se valoro la toxicidad de GYKI 53655 fueron
similares en ambas concentraciones (ver figura 33B y anexo, tabla 8), descartandose esta

hipdtesis.

La toxicidad asociada a este compuesto se evalud en cultivos primarios de astrocitos
(ver toxicidad en astrocitos) y en células 293 HEK. La incubacion de GYKI 53655 (100 uM)
en células 293 HEK, linea celular de onigen no neural donde no existen receptores sensibles a
glutamato, en cultivos a alta y a baja densidad, no indujo toxicidad alguna, siendo la
mortalidad menor del 6% (3.6 = 0.4% en los controles y 5 + 0.4% y 4.5 + 0.3% en los
tratados con GYKI 53655 100 uM y Do 10 pM, respectivamente; n = 6) (ver figura 33A).

La baja mortalidad observada en estos sistemas sugiere otro tipo de mecanismo de toxicidad.

En estos ensayos, la adicion de medio con una concentracion alta de K extracelular
(K" 45 mM) 30 minutos después del pulso, descrita como protector neuronal, redujo un 5%
la mortalidad en los pocillos previamenie tratados con GYKI 53655 y casi un 10% los

previamente tratados con (APV + GYKI 53655 + Do).
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Figura 33. GYKI 53655 fue altamente téxico en cultivos de neuronas de hipecampo ¢ inerte en células

293 HEK. A) GYKI 53655 no tuvo ningun efecto en la linea 293 HEK. B) En neuronas fue altamente toxico,

la adicién de (K' 45 mM)

30 minutos después del pulso de domoato redujo los porcentajes de martalidad

observados en los cultivos neuronales. Los valores fucron la media + el error estandard. Todos los pulsos

tuvicron una duracion de 3h y la valoracion sc realizo a las 24h del pulso.

Morfoldgicamente las neuronas tratadas con APV o GYKI 52466 presentaron una

apariencia semejante a los controles. Se aprecio una ligera turgencia, conservandose intactas

las prolongaciones. Las neuronas tratadas con GYKI 53655 mostraron menos
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prolongaciones y mas delgadas, o carecieron de ellas, presentando somas redondeados de
menor tamaiio y con apariencia granulosa. Las neuronas incubadas con glutamato y domoato
presentaron un aspecto semejante al descrito anteriormente. La condensacion de la cromatina
y la fragmentacion de la membrana celular fue visible por fluorescencia utilizando el reactivo
Hoechst 33342. Las células tratadas con glutamato y domoato mostraron una fluorescencia
mas intensa que los controles (condensacion de la cromatina), picnosis y algiin cuerpo
apoptotico (ver anexo, tabla 9). Si se realacionan los datos de mortalidad obtenidos en la
tabla 6 con la diferente actividad nuclear observada en la tabla 9, se podria suponer que
algunas de las células que presentaron mayor actividad nuclear serian suceptibles de
recuperacion, ya que la suma de los porcentajes de los grupos, mayor actividad nuclear,

picnosis y cuerpos apoptdticos, fue superior a la mortalidad tota! observada.
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Muchas de las caracteristicas conocidas de las células gliales estan presentes en los
gliomas (ver Barres y cols, 1990; Sontheimer, 1994, Brismar, 1995). Los canales expresados
por los oligodendrocitos varian dependiendo de la especie, estado de desarrollo y medio de
cultivo utilizado. En el proceso de maduracion, los oligodendrocitos sufren cambios drasticos
en su patron de expresion. Los precursores expresan canales de sodio(Ins, Inai), de calcio
(tipo L y tipo T), canales de cloro y numerosos tipos de canales de potasio (I, la, Ixca), que
pierden al diferenciarse (Sontheimer y cols, 1989). Asi, en oligodendrocitos adultos no se
encuentran canales de sodio voltaje dependientes, ni canales de calcio {que son remplazados
por canales Ixr) y disminuyen las corrientes de potasio salientes (Sontheimer y cols, 1989).
La expresion de receptores funcionales también se ve afectada durante el desarrollo. Asi, la
densidad de los receptores GABA, disminuye unas 100 veces durante el desarrollo
(Blankenfeld y cols, 1991), vy los receptores de glutamato descritos en precursores {Gallo y

cols, 1994; Barres y cols, 1990) no se han observado en oligodendrocitos.

En este sentido, la linea R 110, glioblastoma multiforme primitivo, posiblemente de
origen oligodendrocitico, como indica su inmunopositividad para proteina bésica de mielina
(MBP) y vimentina (Matute y cols, 1992), en nuestras condiciones de cultivo, expreso
diferentes tipos de canales de potasio (Ix, Ikca, Ixm), que coexisten con receptores
funcionales de kainato. /n vivo, los receptores glutamatérgicos parecen controlar la

proliferacién y la maduracion de las células gliales, modulando el desarrollo celular en el

SNC.

Los receptores glutamatérgicos presentes en la linea R 110 generaron respuestas
evocadas por kainato que sufrieron una rdpida y total desensibilizacion, siendo la
recuperacion de la desensibilizacion de estas respuestas considerablemente lenta. Otros
agonistas como glutamato, quiscualato o domoato también fueron capaces de activar la

misma poblacion de receptores selectivos para kainato, como demostraron los experimentos
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de desensibilizacion cruzada del receptor. El agonista de los receptores de AMPA, S-AMPA,
fue incapaz de generar respuestas medibles, incluso a concentraciones de 1 mM.
Caracteristicas similares han sido encontradas en receptores recombinantes homoméricos
GluR6 (Egebjerg y cols, 1991). La coaplicacion de AMPA y kainato produjo una ligera
reduccion de la respuesta (= 14%), igualmente observado en el receptor humano EAA4
(homoménco GluR6) (Hoo y cols, 1994). El agomsta NMDA, especifico de los receptores de
NMDA, tampoco fue capaz de producir respuestas, resultado esperable por el origen glial de

esta linea celular.

Los receptores selectivos para kainato en la linea R 110 presentaron una relacion I/'V
con una fuerte rectificacion entrante. La rectificacion de los receptores GluR6 depende de la
presencia o ausencia de subunidades editadas en el sitio Q/R. Asi, los receptores no editados
(Q) muestran rectificacion entrante, mientras que los editados (R) presentan cierta
rectificacion saliente. Recientemente se ha demostrado que la rectificacion esta originada por
un bloqueo dependiente de voltaje, debido a poliaminas intracelulares (Kamboj y cols, 1995;
Koh y cols, 1995; Bowie y Mayer, 1995). La afinidad de las poliaminas por el receptor de
kainato depende del amuinoacido presente en el sitio Q/R, siendo mayor para los receptores no
editados (Q). A potenciales de membrana moderadamente positivos, entre 10 y 50 mV, las
poliaminas entran en el poro bloqueandolo, necesitindose potenciales mucho mas positivos
para que las poliaminas puedan permear por el canal y se restaure el flujo idnico. Por las
evidencias anteriores cabria suponer que el receptor selectivo para kainato estudiado en la
linea R 110 estaria formado exclusivamente por subunidades GLUR6(Q). En concordancia
con ello, la determinacién de las subunidades expresadas en la linea R 110 por la técnica de
RT-PCR, puso de manitiesto la existencia de subunidades GluR6 no editadas en el segmento

M2, y editadas y no editadas, en el segmento M1.

Por consiguiente, estos resultados determinan que los receptores funcionales

expresados por la linea R 110 son receptores compuestos por subunidades GluR6(Q), con

todas las posibilidades de edicion en el dominio M1.

La permeabilidad a calcio del receptor de kainato en receptores homoméricos GluR6

se ha relacionado con los sitios de edicidn descritos no solo en el dominio M2 sino también en
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el M1. Los estudios de Kholer y colaboradores (1993} en células HEK transfectadas con las
diversas subunidades GIuR6, explican la permeabilidad a calcio de estos receptores en funcion
del grado y tipo de edicion. Asi, los homomeros GluR6(R) presentan los mayores valores de
permeabilidad a calcio, mientras que los homomeros GluR6(Q) con diverso grado de edicion
en el M1 muestran baja permeabilidad. Los heteromeros (VCQ/VCR) presentan la menor
permeabilidad de las observadas. Por el contrario, al estudiar la corriente fraccional de calcio
en células 293 HEK transfectadas con subunidades GluR6 editadas y no editadas (Burnashev
y cols, 1995), se observd que ésta también depende del grado de edicion del dominio M2,
pero de forma similar a la descrita para el receptor de AMPA, permeando mas calcio las
formas no editadas (Q) /f = 1.55%) que las editadas (R) (f < 0.2%). Cuando el domio M1
no esta editado la permeabilidad a calcio de! no editado en M2 aumenta ligeramente (2%).
Los receptores heteromeros con ambas formas presentan valores de permeacion intermedios
(0.58%). Estos experimentos estan en clara contradiccion con los resultados de Kholer y
colaboradores, donde los receptores editados (R) eran los mas permeables. Estas diferencias
podrian explicarse por observacion de la permeacion de aniones, principalmente Cl, en las
formas R (Burnashev y cols, 1996) que contribuirian a la corriente total, sobreestimandose la
permeabilidad a calcio observada. Aun asi, la permeabilidad a iones Ca®" descrita para los
receptores de kainato es mucho menor que la observada con esta misma técnica en los
receptores de AMPA formados por subunidades no editadas (3.2 - 3.9%). Los receptores de
kainato de la linea R 110 mostraron cierta permeabilidad a Ca>* ya que, cuando calcio fue el
unico i6n permeante, €stos fueron capaces de generar corriente entrante. La fuerte
rectificacion de entrada impidié calcular el potencial de reversién y por tanto, valorar la

permeabilidad del canal para este i6n.

El receptor de kainato expresado en la linea R 110 mostré caracteristicas similares a
las descritas para el receptor presente en neuronas (Lerma y cols, 1993): (1) no fue activado
por AMPA, (i} las respuestas fueron totalmente desensibilizantes, (iii) la cinética de
desensibilizacion fue rapida y con un curso temporal monoexponencial, (iv) la sensibilidad de
este receptor fue baja para glutamato (ECsy de 335 uM y 330 uM, para R 110 y neuronas,
respectivamente) pero alta para kainato (ECs de 15uM y 22 pM, para R 110 y neuronas,
respectivamente), (v) presentaron el mismo tiempo de recuperacion del receptor (KA = 40 s),

(vi) presentaron una relacion I/V con una marcada rectificacion de entrada, y (vii) las
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neuronas de hipocampo en cultivo también expresan altos niveles de la subunidad GluRé

(Ruano y cols, 1995).

En neuronas del ganglio de la raiz dorsal también se expresan receptores funcionales
de kainato con respuestas desensibilizantes y una afinidad semejante para kainato (ECs; = 15
uM; Huettner, 1990), a la descnita en la linea R 110. Sin embargo, las respuestas de las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal difieren de las registradas en la linea R 110 en: (i) ser
activadas por AMPA con baja afinidad (ECso = 520 puM), (1) presentar una cinética de
desensibilizacion lenta y con un curso temporal biexponencial en respuesta a kainato, y (i)
presentar una relacion 'V aproximadamente lineal. Al estudiar la composicién molecular de
las subumdades del receptor de kamato expresadas por estas neuronas, se demuestra la
existencia de altos niveles de expresion para las subunidades GluRS5 (Bettler y cols, 1990) y
KA2 (Herb y cols, 1992). Estas subunidades mas que GluR6, serian las que formarian los

receptores funcionales en las células de la raiz dorsal.

Ha sido descrito recientemente que tanto los astrocitos, como los precursores gliales
(células O-2A) v la linea CG4 expresan receptores de kainato {Patneau y cols, 1994). Estos
receptores posiblemente estén compuestos por subunidades GluR6 y KA2, vya que estas
células expresan altos niveles de estas subunidades y bajos niveles de GluR7 y KA1, Las
respuestas en células gliales se caracterizan por: (i) presentar respuestas desensibilizantes
rapidas, (1) exhibir una alta afinidad para kainato (ECsp = S uM) y una muy baja afinidad para
AMPA, (iii) presentar una recuperacion de la desensibilizacion lenta (unos 60 s), y (iv)
mostrar una relacion I/V con rectificion de entrada, consecuente con la presencia de
subunidades GluR6(Q) (Patneau y cols, 1994; Pulchalski y cols, 1994). La coexpresion de
subunidades KA1 y KAZ con la subunidad GIuR6 confiere nuevas propiedades al receptor
como una débil sensibilidad a AMPA (Herb y cols, 1992).

Al estudiar la farmacologia del receptor de kainato expresado en la linea R 110, se
demostro que estos receptores fueron completamente insensibles a CTZ. No observandose ni
potenciacion de la amplitud de la respuesta, ni reduccion en el grado de desensibilizacion.

Estos mismos resultados han sido referidos en neuronas de hipocampo en cultivo (Paternain y
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cols, 1996), neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Wong y Mayer, 1993; Wilding y Huettner,
1995), progenitores de células gliales y receptores recombinantes GluR6 (Partin y cols, 1993,
Patneau y cols, 1994). La ligera inhibicion de la respuesta medida por CTZ al pico encontrada
en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Wong y Mayer, 1993} y en células 293 HEK
transfectadas con recepiores de kainato (Partin y cols, 1993) no fue evidente en la linea R

110.

En neuronas de hipocampo que no presentan receptores tipo AMPA, las respuestas
de kainato fueron inhibidas reversiblemente por CNQX, antagonista competitivo de los
receptores de AMPA. La potencia de este inhibidor (ICs, < 6.1 pM para KA 300 uM,
Paternain y cols, 1996) es semejante al descrito para el receptor humano EAA4 (ICso = 4.3
M para KA 1 mM; Hoo vy cols, 1994) y para las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (ICs
= 2 pM para GLU 100 pM; Huetner 1990). En la linea CG4 concentraciones de CNQX de
30 uM son capaces de reducir considerablemente la respuesta de kainato (Gallo y cols,
1994). La linea R 110 también present6 inhibicion reversible de la respuesta de kainato en
presencia de CNQX, pero este compuesto tuvo menor potencia (1Cso = 38.5 pM para KA
300 uM). Este resultado podria explicarse por la homogeneidad del receptor Unicamente

formado por subunidades GluR6 poco sensibles al CNQX (Bettler y Mulle, 1995).

Las respuestas de kainato fueron también inhitndas por altas concentraciones de
GYKI 52466 (ICso de 281 uM). Esta potencia fue semejante a la descrita en neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (ICso > 200 pM; Wilding y Huettner, 1995), pero mayor que la

observada en neuronas de hipocampo (ICsq = 450 pM; Paternain y cols, 1995).

La incubacion con ConA de las células R 110 produjo la potenciacion de la respuesta
al pico de glutamato (1.5 - 2 veces) al reducirse la desensibilizacion de las respuestas. Esta
potenciacion de las respuestas de glutamato por ConA en los receptores de kainato es
comparable a la potenciacion de las respuestas por CTZ en los receptores de AMPA
(aproximadamente 100 veces) (Partin y cols, 1993). Aunque se desconoce el mecamsmo
molecular implicado en la inhibicion de la desensibilizacion, parece estar relacionado con su
unién directa a los residuos glucidicos situados en los dominios extracelulares del receptor,

siendo este efecto mayor cuanto mayor es el nimero de posibles sitios de glicosilacion.
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En neuronas de hipocampo en cultivo, la incubacion con ConA invarniablemente
provoca una reduccién de la respuesta pico (Wilding y Huettner, 1997), sin modificar la

relacion I/V.

En neuronas del ganglio de la raiz dorsal la incubacién con ConA elimina
completamente la desensibilizacion de las respuestas en la mayoria de las células, no
alterandose ni la refacién YV, ni la afinidad del receptor por kainato ni domoato (Huettner,
1990). En la linea CG4, ConA aumenta la respuesta al pico de kainato aproximadamente un
230% vy disminuye la desensibilizacion aproximadamente un 50%. Como en los casos
anteriores no se observd ninguna variacion ni en la afinidad del receptor por kainato, ni en la
relacion dosis-respuesta (Patneau y cols, 1994). En ja linea R 110 la incubacion con ConA
previno un 60.2% la desensibilizacion de las respuestas de glutamato y aument6 un 70% la
respuesta al pico, datos semejantes a los encontrados en células transfectadas. Al igual que en
otras células con receptores de kainato anteriormente descritas, en la linea R 110 tampoco vi6
modificada tras la incubacion con ConA, ni la relacion dosis-respuesta para glutamato, ni la

relacidon I/V.

Se desconoce el mecanismo de accion del EB. En experimentos realizados en células
293 HEK transfectadas con GluR6, se ha descrito una inhibicion del 90% de la corriente en
presencia de EB, acompaiiada de una disminucion de la desensibilizacion del 10% (Raymond,
1995). Los mismos experimentos realizados en células pretratadas con ConA, no muestran
este tipo de inhibicion (Raymond, 1995). Estos resultados son semejantes a los observados en
oocitos recombinantes GIuR6 previamente tratados con ConA (Keller y cols, 1993), que

sugerian que este receptor no era sensible a EB.

En neuronas de hipocampo que expresan receptores de katnato, la perfusion de EB
produce efectos diferentes. En unas neuronas, EB aboli¢ de forma reversible la respuesta de

kainato, mientras que en otras, disminuyo la desensibilizacion y potencio la respuesta (Ruano

y cols, 1995).

-77-



DISCUSION

En la linea R 110 se observo un comportamiento celular diferente en presencia de EB
segin se perfundieran altas o bajas concentraciones de kainato. Asi, a concentraciones
saturantes de kainato, EB bloquet la respuesta, mientras que a concentraciones menores (KA
300uM), EB potenci6 o inhibié la respuesta segun la concentracion de EB perfundida. En el
receptor de AMPA en neuronas de hipocampo, se ha descrito una mayor potenciacion de las
respuestas a kainato en presencia de CTZ, cuanto menor es la concentracion de kainato
perfundida (Patneau y cols, 1993). De igual manera, también se ha descrito una interaccion
competitiva entre EB y CTZ en los receptores de AMPA (Price y Raymond, 1996), y aunque
CTZ no tiene ningiin efecto en los receptores de kainato, EB podria presentar un sitio de

unién semejante a descrito en CTZ, observandose este efecto al unirse a receptor de kainato.

En la linea R 110 el efecto de EB fue sdlo parcialmente reversible tras el lavado, al
igual que se habia descrito en neuronas talamicas (Lebmann y cols, 1992). En todas las
respuestas, independientemente del efecto observado, se observo un enlentecimiento de la
desensibilizacion dosis-dependiente, siendo este efecto mas acusado cuando la concentracion
de kainato utilizada fue menor. Se desconoce si EB interactia directamente con las regiones
del receptor involucradas en la desensibilizacion o estas acciones son debidas a mecanismos
alostéricos. En células transfectadas la naturaleza no competitiva y la relativa irreversibilidad,
unido a los efectos en la desensibilizacion y en la cinética de recuperacion del receptor
sugieren que EB puede actuar modificando la conformacién del estado abierto del canal y

desplazar el equilibrio entre los estados abierto y desensibilizado (Price y Raymond,
1996).

IMPLICACION DE LOS RECEPTORES DE KAINATO EN FENOMENOS DE
MUERTE CELULAR

Estudios de actividad revelan una fuerte correlacion entre el potencial citotoxico y la
potencia excitadora de los diferentes agonistas glutamatérgicos, sugiriendo una convergencia
entre estos dos fendmenos. La toxicidad es consecuencia de una excesiva activacion de los
receptores, v ésta contribuye a la degeneracion y posterior muerte cefular. La vulnerabilidad

celular depende entre otros factores de: (i) la concentracion del agonista, (i) el tiempo de
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exposicion, (iit) el tipo de receptor, (iv) la edad y el grado de diferenciacion celular y por
altimo (v) de la capacidad celular para neutralizar el aumento de la concentracion de caicio

intracelular.

En la linea R 110 la presencia exclusivamente de receptores homomeéricos
GluR6(Q) facilita la valoracion de posibles implicaciones del receptor de kainato en
procesos de muerte celular. Los experimentos demostraron una mortalidad
significativa, dependiente del tiempo de exposicion a kainato o domoato,
relacionando de este modo, la activaciéon del receptor de kainato en fendmenos de
excitotoxicidad. La mortalidad observada fue mayor al utilizar domoato probablemente
por generar respuestas parcialmente desensibilizantes al activar los receptores de kainato

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

La presencia o ausencia de suero en el medio puede modificar la expresion de
canales ionicos en las células gliales en cultivo. En este sentido, el mantenimiento de la
linea R 110 en ausencia de suero produjo un cambio reversible en la morfologia de las
células de tipo fusiforme. Sin embargo, la mortalidad observada en estos cultivos fue
semejante a la descrita en cultivos con suero, concluyéndose que la mortalidad celular
observada fue independiente de la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo
utilizado. Este resultado podria explicarse por una menor dependencia de estas células a
los factores afiadidos en el suero al medio de cultivo. Esto no ocurre en cultivos de
astrocitos tipo II, donde la ausencia de suero favorece la expresion de una gran
diversidad y densidad de corrientes de calcio en comparacion con los encontrados en
cultivos con suero (Barres y cols, 1990), o la ausencia de corrientes de sodio descritas en

cultivos con suero (Barres y cols, 1990).

La mortalidad mediada por los receptores de NMDA y AMPA ha sido asociada a
un aumento de la concentracion del calcio intracelular. La presencia de cierta corriente
en respuesta a kainato o domoato en ia linea R 110 cuando calcio fue el Unico i6n
permeante €s consecuente con la expresion de receptores homoméricos GluR6(Q), forma
mas permeable al 16n calcio en recombinantes GluR6 (Burnashev y cols, 1995). Esta via

de calcio, abre la posibilidad de que la toxicidad mediada por este receptor de kainato
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también pueda ser debida, como en los otros receptores glutamatérgicos, a un aumento
de 1a concentracion del calcio intracelular. Recientemente la activacion por kainato en
oligodendrocitos del nervio optico también ha sido relacionada con la
sobreexcitacion de los receptores de kainato,acompafiada de un aumento en la

concentracion de calcio intracelular (Matute y cols, 1997).

En la linea R 110, en presencia continuada de domoato la mortalidad neta
maxima fue del 83%. Los valores experimentales en el tiempo se ajustaron a una
exponencial cuya constante de tiempo fue de 8.3 h. Esto significa que en ausencia de
cualquier otro receptor activado por domoato, la activaciéon continuada del receptor de
kainato puede lievar a fa muerte celular. Los resultados presentados en esta memoria
indican que tal activacion produce la pérdida de elementos celulares, principalmente por

Necrosis.

Para corroborar si el efecto toxico observado en la linea R 110 era mediado por
la activaciéon continuada de los receptores de kainato, se realizaron experimentos
semejantes en cultivos primarios de astrocitos y de neuronas hipocampicas. Ambos tipos
celulares expresan esta clase de receptores (Lerma y cols, 1993; Patneau y cols, 1994).
Para poder diferenciar la toxicidad mediada por cada tipo de receptor (NMDA, AMPA
y/o kainato) se coaplicaron concentraciones saturantes de los diversos antagonistas
disponibles. Es conocido que los astrocitos tipo II no expresan receptores de NMDA y si
receptores AMPA y kainato (Wyllie y cols, 1991). El porcentaje de muerte celular glial tras la
exposicion a domoato fue superior al valorado en la linea R 110, pero menor que el neuronal.
La mayor mortalidad glial observada respecto a la linea R 110 es debida, sin duda, a la
activacién de los receptores tipo AMPA, dado que la coaplicacion de antagonistas para este

receptor disminuy6 drasticamente el porcentaje de mortalidad observado.

La menor mortalidad glial respecto a los cultivos de neuronas de hipocampo podria
explicarse por la ausencia de receptores NMDA y la menor densidad de receptores no-
NMDA. Adicionalmente, la regulacion mas eficaz de los niveles de calcio intracelular por los

astrocitos, podria ser otra causa.
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En cultivos neuronales en presencia de glutamato la vulnerabilidad celular fue
parcialmente prevenida por la presencia de APV y GYKI 52466. El GYKI 52466 ha sido
descrito como neuroprotector en retinas embrionarias de pollo sobre la poblacion de
receptores no-NMDA, pero no ejerce ningiin efecto protector sobre la poblacion de
receptores de NMDA (Zorumski y cols, 1993). Por el contrario, APV disminuy6 la
vulnerabilidad mediada por los receptores de NMDA, pero no produjo ningln efecto
protector cuando se activd la poblacion de receptores de AMPA y/o kainato. Ambos
mecanismos explicarian nuestros resultados. De hecho, la combinacion APV + GYKI
52466 fue la mas protectora. Al utilizar domoato como agonista se observo un
porcentaje de muerte semejante al descrito en presencia de glutamato tanto en la
mortalidad global del cultivo, como en la mortalidad disparada por los receptores de
AMPA vy por los receptores de kainato. Sin embargo, la mortalidad mediada por el
receptor de NMDA se vio altamente disminuida pero no eliminada. Este resultado es
esperable al no ser sensible este receptor a domoato. La mortalidad residual observada
podria explicarse por la existencia en el medio de glutamato, procedente de las células
muertas por domoato, que activarian al receptor de NMDA. La densidad, el tipo de
receptores funcionales y el agonista utilizado determinara la sensibilidad de la célula al
dafio excitotdxico. Las células mas vulnerables serian aquellas que presenten todos los
tipos de receptores. La suma de los porcentajes de mortalidad mediada para cada tipo de
receptor fue mayor que la mortalidad global del cultivo. Esto indica que en nuestros

cultivos, algunas neuronas coexpresaron los diferentes tipos de receptores.

El GYKI 53655, antagonista no competitivo con mayor afinidad para el receptor
de AMPA (a una concentracién 100 uM bloquea totalmente el receptor AMPA sin
afectar al receptor de kainato), no pudo utilizarse para diferenciar la mortalidad mediada
por el receptor de kainato, por ser toxico en cultivos neuronales (31% con una
concentracion de 100 pM). La toxicidad de GYKI 53655 no parece intrinseca al
compuesto, ya que su aplicacién en otros cultivos no tuvo ningun efecto o bien fue
moderado. Sin embargo, independientemente de la mortalidad global observada tanto en
cultivos neuronales como astrociticos, existié un pequefio porcentaje de mortalidad (4-

10%) que no pudo justificarse como mortalidad mediada por el receptor de AMPA o por
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el receptor de NMDA. Este porcentaje podria ser debido a la sobreactivacion de los

receptores de kainato.
En conjunto, estos resultados indican que los receptores de kainato podrian

participar en procesos patoldgicos degenerativos como se ha descrito para los receptores

de AMPA y de NMDA.
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1.- La linea R 110 expresa exclusivamente una poblacion funcional de receptores de
glutamico, que son selectivos para kainato y que estan formados de manera exclusiva por
la subunidad GluR6(Q). Esta subunidad, sin embargo, esta presente en varias formas que

incluyen todas las posibilidades de edicion en el dominio M1.

2.- La activacién continuada del receptor de kainato puede desencadenar la muerte

celular por fendmenos excitotoxicos.
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CONTROL 1h/24h 403302

2

KA 20 yM 1h/24h 112403 * 5
Do2 uM 1h/24h 16.1 £ 1.2 ** 5
CONTROL 12h/24h 69+0.06 2
KA 20 uM 12h/24h 29.1+£32%* 5
Do 2 yM 12h/24h 347104 %+ 5

Tabla 2. Ensaye mortalidad celular con kainato y domoato en la linea R 116. Los ensayos se realizaron en

medio con suero. Test de la t de Student-pareada. significativo respecto al control * p <0.5y ** p=0.01

Tos os tle | l.i .8 7 2
Do 10 uM Ih/1h 27.1 £2 ¥ 4
Do 10 pM 1h/24h 31.24 .8 %k* 4
Do 10 uM 1h/96h 482 135 %* 4
Do 10 pM 1/120h 57.7+25* 4
Do 10 uM 3h/3h 29.4 4 1.1 *** 4
Do 10 uM 3h/24h 371126 % 8
Do 10 M 3h/48h 514+£28* 8
Do 10 pM 3h/72h 548 £ 38 x* 4
Do 10 M 3h/96h 59.6£4.2 % 4
Do 10 pM 6h/Oh 583+£3* 7
Do 10 pM 6h/24h TBS+11¥ 8
Do 10 uM 6h/48h 80.7+29* 4

Tabla 3. La mortalidad celular ante una misma concentracion de agonista fue tiempo dependiente. Todos
los ensayos se realizaron en medio con suero. La valoracion se realizd con azul tripano y Fda/PI. Test de la t de

Student-pareada, significativamente diferente respecto al control * p > 0.0001, ** p<0.005 y ***p=0.01.
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SO MEDIAESEM (%) o

CONTROL todos los tiempos 78+0.38 9.9+ 16

Do 10 pM 1h/h 255128 2717+19 4
Do 10 pM 6h/6h 525t16% 61113 % 4
Do 10 uM 24h/24h 830411 % B4B8+3.7% 4
Do 10 pM 48h/48h W06+l1.1* 929+£28% 4

Tabla 4. Efecto del sucro en la mortalidad celular. La presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo

no modifico los valores de mortalidad celular. Test de la t de Student-pareada. significativamente diferente
respecto al control * p > 0.00001, *¥* p <0.0005 y ***p=0.01.

CONTROL 3h/24h 28+04 - 4

G 52 100 M 3h/24h 13411 % - 4
G 53 100 pM 3/24h 18.7£ 1.3 ** - 4
G 52 + Do 10 M 3h24h 214+ 1.1 ** <<KA 8.4 4
G 53+ Do 10 M 3h/24h 279 +£2.3 ** KA 92 4
Do 10 uM 31/24h 46 +£3.1 % AMPA/KA 432 4

Tabla 5. Efecto de un pulso de domoato en un cultivo primario de astrocitos. Las concentraciones de
antagonista fueron saturantes en la preparacion. Test de la t de Student-pareada, significativamente diferente
respecto al control * p = 0.0006 y ** p < 0.003. <<KA (aproximadamente un 80% de los receptores de

kainato).
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control
Glu3 M 3W24h 615423 *
Glu 10 pM 3h/24h 68+3.5*
GYKI 52466 100pM 3n/24h 4.8+ 1.8 *++* . 7
APV 100;M 3h/24h 214 £2 % - 8
APV + GYKI 52 3V23h 33.9£3.1 ** - 5
APV +Glu 3 3h/24h 52.8 +2.8 ** AMPA/KA 314 4 |
APV + Glu 10 31/24h 56.5£2.6** AMPA/KA 35.1 4
GYKI 52 + Glu 3 3h/24h 534432 % NMDA/<<KA 38.6 3
GYKI 52 + Glu 10 30/24h 574+13* NMDA/<<KA 426 3
APV +G 52 +Glu3 3h/24h 36.2+0.8 ** <<KA 23 s
APV + G 52 +Glu 10 3n/24h 386+ 1.8* <<KA 47 4

Tabla 6. Efecto de un pulso de glutamato en un cuitivo de ncuronas de hipocampo. La tabla se ha
subdividido en tres, en el primero mortalidad neuronal en presencia de glutamato. en la scgunda mortalidad
mediada por los antagonistas, v en la teroera montalidad neuronal mediada por cada tipo de receptor. Test de la
t de Student- pareada, significativamente diferente respecto al control * p > 0.00001, ** p <0.0008 y *** p <
0,005,
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" control o 82407 - 10

Do 10 yM 3W/24h 673+14%* AMPAKANMDA? 59.1 10
GYKI 52466 100 pM 3h/24h 1224 1.1 ** - 4
APV 100 pM 3h/24h 17.1£08* - 7
APV + GYKI 52 3h/24h 314+ 1.6%* - 4
APV + Do 3W24h 526+15% AMPA/KA 35.5 7
GYKI 52 + Do 3h/24h 283+06* NMDAY<<KA 16.1 4
APV + GYKI 52 +Do 3h/24h 354+08%* <<KA 36 7

Tabla 7. Efecto de un pulso de domoato en un cultivo de neuronas de hipocampo. Los porcentajes de
mortalidad fueron semejantes a los observados en los ensayos con glutamato. Test de la t de Student- pareada,

significativamente diferente respecto al control * p < 0.00003 y ** p < 0.0008.
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" control 3h/24h 82+08 - 4

Glu 3 pM 3h/24h 64 L2 %+ TODOS 4
Glu 10 pM 3W/24h 703+£15* TODOS . 4
GYKI 53655 100puM 3h/24h 45,6 £ 2.6 *** - 8
APV + GYKI 53 3h/24h S1£2.6** - 4
GYKIS53+Glu 3 3h/24h 5214 1.9 ** NMDA/KA 75 6
GYKI 53 + Glu 10 3h/24h 553 £2.2 %% NMDA/KA 9.7 6 |
APV +G53+Glu3 3h/24h 537113 %+ KA 2 4
APV+G53+Glulo 3h/24h 55.8 12 ** KA 44 4

control 3h/24h 79409
K'45 mM 30’ tras pulso 112+ 1.8 - £l
Do 10 M 3h/24h 673427 ** AMPA/KA/NMDA? 591
GYXJ 53655 10 uyM 3h/24h 374209 * - 4
GYKI 53655 100 uM 3W24h 386+12% -
GYKI 53 100 +K* 3hW24h-K* 30 tras 333+ 1.5%= . 3
puiso
APV +(G33 10 M 3h/24h 432200 ** - 4
APV + G 53 100 pM 3l/24h 48.1 £ 1.2 *+ - 4
APV+G33100+K" 3h/24h-K* 30 tras 421 £1.] #%+ - 3
pulso
APV+G3310+Do 3h/24h 502+£1.2% KA/<<AMPA 6.9 4
APV + G 33 100 + Do 3hW/24h 547£09% KA 6.6
APV+ G 53 100+ Do 3h/24h-K'30° tras 466+ 1.8 * KA 3.5 3
+K pulso

Tabla 8. GYKI 33635 fue altamente toxico. Dada la alta toxicidad del compuesto, se vio reducida la
toxicidad mediada por ios diferentes receptores. La aplicacion de una solucién de alto potasio mejord los
porcentajes de mortalidad observados. Test de la t de Student- pareada, significativamente diferente respecto al
control * p > 0.00001, ** p < 0.0006 y *** p < 0.003. <<AMPA (activacién del receptor de AMPA menor del
10%).
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ANEXC

control - 81.7+27 8714 837+14 09102 4
Glu 3 uM TODOS 31.7£29 507422 158104 17402 4
Glu 10 yM TODOS 35614 463175 15%3 3+04 4
G 52 100puM - 682149 22308 88+4 07102 4
APV 100pM - 613182 252488 122+0.9 13£03 4
G 53 100puM - 8161 363x1 14254 15103 4
APV + G52 - 595+1.2 24129 154129 1.1+05 4
APV+G353 - 4615 321466 212+18 0.6+02 4
APV + Gl 3 AMPA/KA 427+038 30+6.5 253 +8.1 24038 4
APV + Glu 10 AMPA/KA 408111 339+£38 232+49 2103 4
G52+Gh3 NMDA/<<KA 429+34 406 £0.7 157+27 08102 4
G52+Gha 10 NMDA/<<KA 406123 404158 179133 1.1+02 4
G53+Ghu3 NMDA/KA 42453 365x1 20406 15+03 4
G53 +Glu 10 NMDA/KA 402+91 359425 2221£6.5 1.7+0.1 4
APV+(G 52+ <<KA 582x21 204 £3.1 196108 18102 4
Glu 3
APV+G352+ <<KA 549+18 202+17 23104 19+04 4
Glu 10
APV+GS53+ KA 42+39 345+32 212432 23202 4
Glu3
APV+G53+ KA 395+64 3324438 243+£89 3211 4
Glu 10

Tabla 9. Diferente actividad nuclear ante un pulso de glutamato (3h/24h) en neuronas de hipocampo. La
tincién Hocchst 33342 permitio diferenciar diferente actividad nuclear. Los valores fueron la media + SEM en

porcentaje. <<KA (aproximadamente un 80% de os receptores de kainato).
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