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RESUMEN

La caracterizacion y el estudio del mecanismo de accion de
sustancias enddgenas que en el sistema nervioso central se unen a los
mismos receptores que el glutamato y el aspartato reviste gran inte-
rés, considerando el posible papel de €stos como neurotransmisores
excitadores y por la posible relacidn que pudiera existir entre la
alteracidn de su metabolismo y la etiologia de ciertas enfermedades

neurodegenerativas.

Se ha demostrado que el acido kainico, un andlogo estructural
del &cido glutamico, se une a receptores en la membrana plasmdtica
neuronal. Este compuesto tiene efecto excitador sobre el sistema
nervioso central y no es metabolizado ni transportado hacia el termi-
nal presindptico como lo es el glutamato.

En este trabajo se usd la unidn de kainato a membranas de
corteza cerebral de rata como siste ma de deteccidn de sustancias con
actividad bioldgica, contenidas en vesiculas sindpticas. Estas sus-
tancias, por tener una semejanza estructural con el kainato, competi-

rian con €1 por unirse al receptor.

IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA ENDOGENA QUE SE UNE AL RECEPTOR DE
KAINATO. El1 extracto soluble del contenido de vesiculas sindpticas
de corteza cerebral disminuyd la unidn de 3H-kainato a su receptor.

Al fraccionar €ste extracto, por filtracion a traves de un




gel de Sephadex G-10, por cromatografia en capa fina o por electrofo-
resis de alto voltaje, se determind la presencia de s0lo un componente
enddgeno capaz de competir con el kainato unido a las membranas. Este
componente en todos los casos coincidid con el dcido glutdmico. Al
usar extractos de vesfculas sindpticas de cerebelo, cuerpo estriado e

hipotdlamo , se obtuvo el mismo resultado.

PRESENCIA DE GLUTAMATO EN VESICULAS SINAPTICAS. Cuando las ve-
sTculas sindpticas de corteza preparadas de acuerdo al metodo de Hata
y col. (1976) se pasaron a traves de una columna de Sepharose 4B, la
mayor parte del glutamato enddgeno aparecid en la fraccion particulada
junto con la 3H-noradrenalina incorporada como marcador de vesiculas
sindpticas. Una cantidad muchisimo menor de glutamato eluyd en las
fracciones correspondientes a los aminodcidos libres.

Estas vesTculas sindpticas filtradas por Sefarosa 4B, fueron
capaces de incorporar glutamato en forma dependiente de ATP y tempera-
tura .

Se demostrd que esta preparacion estaba contaminada con vesi-
culas de membrana plasmdtica resellada, formadas durante la homogenei-
zacidn del tejido. Se determind que no mds del 2,9% del glutamato
presente en la preparacidn de vesTculas sindpticas filtradas corres-
pondia a aminodcido atrapado en vesTculas de membrana resellada. Lla
contribucidn de esta contaminacidn citoplasmdtica no es significativa
si se considera que la concentracién de glutamato en vesiculas sindp-
ticas, seguin se ha demostrado posteriormente (Riveros y col., 1987),
es por lo menos diez veces mayor que la concentracion total del ami-

nodcido en corteza.




Este es el primer trabajo que demuestra la presencia de can-

tidades sustanciales de glutamato en vesfculas sindpticas.

ACIDO N-ACETILASPARTILGLUTAMICO COMO NEUROTRANSMISOR. Se ha postulado
que el dcido N-acetilaspartilglutdmico podria ser el compuesto enddge-
ne que interactda fisioldgicamente con los receptores de glutamato,
dada su alta concentracidn en el cerebro, su capacidad para desplazar
al glutamato unido a membranas de cerebro de rata y su accion convul-
sivante en el sistema nervioso central.

En esta tesis se determind que el N-acetilaspartilglutamato no
afecta la entrada de Cat?2 a cortes de corteza cerebral in vitro,
proceso que es estimulado por sustancias excitadoras. E1 dipéptido
no es capaz de desplazar la unioh de kainato a su receptor de
membrana, a menos que Se usen concentraciones muy altas del compuesto.
Este hecho se explica por la hidrdlisis enzimdtica del N- acetilas~
partilglutamato que origina glutamato, el cual se une al receptor de
kainato.

La infusidh de N-acetilaspartilglutamato in_vivo, mediante
cahulas implantadas en forma permanente en el hipocampo o en el nucleo
pulvinar del tdlamo de gato, no tiene efecto excitador y no potencia
ni antagoniza los efectos del glutamato. La accion excitadora y con-
vulsivante del N-acetilaspartilglutamato descrita por otros autores

obedeceria a la generacidn de glutamato in situ.

AMINOACIDOS EXCITADORES, CALCIO Y DARO NEURONAL. Una gran cantidad de
derivados y andloges del glutamato y del aspartato han sido cdta]oga-‘

dos como compuestos excitotdxicos, ya que al ser aplicados a neuronas




centrales de vertebrados producen excitacion de ellas y en ciertas
condiciones un efecto toxico que se traduce en destruccion neuronal.
E1 mecanismo que lleva a este dafio celular no estd claro.

En este trabajo se determind que las sustancias excitadoras
y neurotdxicas como el kainato, glutamato, homocisteato, N-metil-D,L-
aspartato e ibotenato, aumentan significativamente la captacion de
calcio en cortes de corteza cerebral de rata, in vitro. Los andlogos
como el N-acetilaspartato y el of -metilaspartato, que no tienen pro-
piedades excitadoras ni neurotdxicas, no favorecen 1a entrada de
calcio. Se postula que el aumento masivo de la entrada de Calt podria
constituir el evento unificador de la accidn neurotdxica de los
aminodcidos excitadores, mediante la activacidn de proteasas
intracelulares dependientes de calcio, las que 1levarian a 1la
destruccion neuronal.

la entrada de calcio estimulada por N-metil-D,L-aspartato fu€
bloqueada por cdet y Co2*s pero no por nifedipina ni tetrodotoxina .
Estos datos sugieren que los aminodcidos excitadores, en su acc%dh
despolarizante en la corteza cerebral, producen la apertura de canales
de calcio sensibles a voltaje.

E1 acido ¥ -aminobutirico, neurctransmisor inhibidor, aumen-
t6 el flujo unidireccional de entrada de calcio 'y disminuyd la
entrada de calcio estimulada por N-metil-D,L-aspartato. La adenosina,
de efecto inhibidor en el sistema nervioso central, no modificd la
accidn del N- metil-D,L-aspartato. El etanol, la morfina y el pento-

barbital, sustancias depresoras del sistema nervioso central, no
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tuvieron efecto sobre Tlos flujos de calcio estimulados por
N-metil-D,L-aspartato.

E] efecto de estos compuestos depresores e inhibidores del
sistema nervioso central ocurriria por un mecanismo diferente al que

opera en la excitacidn producida por los aminodcidos dcidos.




ABSTRACT

The characterization and study of the mechanism of action of
endogenous substances which in the central nervous system (CNS} bind
to the same receptors as glutamate and aspartate do, is of great inte-
rest considering both their possible role as excitatory neurotransmit-
ters and the relationship that might exist between the metabolic
alteration of them and the genesis of some neurodegenerative disea-
ses.

It is known that kainic acid, a rigid analogue of glutamic
acid, binds to synaptic plasma membranes. This compound 1induces
strong excitation of most vertebrate CNS neurons, is not metabolized
and does not interact with the glutamate uptake system.

In the present work we used rat brain cortex kainic acid
receptors as detectors for synaptic vesicle-bound endogenous ligands.
Due to the structural similarities of these ligands with the kainate

molecule, they might compete and displace it from the receptor.

IDENTIFICATION OF ENDOGENOUS SUBSTANCES THAT BIND TO KAINATE
RECEPTORS. A soluble extract obtained from synaptic vesicles contai-
ned a substance that competed with 34-KA for its binding to the recep-
tor. When this extract was fractionated by gel filtration on Sephadex

G-10, by thin layer chromatography or by high voltage electrophoresis,
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that binds to glutamate receptors. It is present in high concentra-
tions in the mammalian brain, is able to displace3H-g1utamate from one
of its binding sites in rat brain membranes and induce convulsions
when injected into the hippocampus. In this work it was shown that N-
acetylaspartylglutamic acid has not effect on 45ca*t2  influx into rat
brain cortex slices, in vitro, a process that is enhanced by excita-
tory substances. At very high concentrations N-acetylaspartylglutamic
acid was able to inhibit the binding of kainic acid to its receptors.
It was shown however, that L-glutamate was released by hydrolisis of
N-acetylaspartylglutamic acid during the incubation period and the in-
hibition observed could be accounted by this release of L-glutamate.
N-acetylaspartylglutamic acid was ineffective when infused,
in vivo, through a cannula permanently implanted into the hippocampus
or into the pulvinar nucleus of the thalamus of an adult cat. It was
also unable to potentiate or to antagonize the effects of glutamate in
the same system. The excitatory and convulsant action observed by
other  authors could be accounted by the hydrolisis of

N-acetylaspartylglutamic acid that generated glutamate in situ.

EXCITATORY AMINOACIDS, CALCIUM AND NEURONAL DAMAGE. A large amount of
derivatives and analogues of glutamate and aspartate have been called
excitotoxic compounds, because they are powerful excitants of verte-
brate central neurons, and if applied under certain conditions are al-
so capable of destroying such cells. The mechanism responsible for
the irreversible damage to neurons remains unclear.

It was shown that the excitatory and neurotoxic compounds

kainate, glutamate, homocysteate, N-methyl-D,L-aspartate and ibotenate




a single endogenous component that in all cases comigrated with gluta-
mic acid, was found. Synaptic vesicles extracts derived from corpus

striatum, hipothalamus and cerebellum also gave the same results.

GLUTAMATE INSIDE SYNAPTIC VESICLES. When synaptic vesicles prepared
by the procedure of Hata et al. (1976), were passed through a
Sepharose 4B gel filtration column, most of the endogenous glutamate
appeared in the particulate fraction, where almost all of the protein
and 3H-noradrenaline used as a synaptic vesicle marker, were present.
Much less endogenous glutamate was found in the fractions that corres-
ponded to free aminoacids.

Synaptic vesicles, purified on Sepharose 4B columns were able
to accumulate glutamate by an ATP and temperature dependent mechanism.

1t was found that the synaptic vesicle preparation was conta-
minated by resealed vesicles of plasma membranes formed during the
jsolation procedure. It was shown, however that less than 2,9% of the
endogenous glutamate present in particles isolated by filtration on
Sepharose 4B, derived from trapped cytosolic glutamate. In any case
the contribution of this contamination is not significant when compa-
red with the at least ten fold higher concentration found inside the
vesicles, relative to that in the whole cortex (Riveros et al., 1986).

This work is the first one to show that a substantial amount

of glutamate is present inside the synaptic vesicles.

N-ACETYLASPARTYLGLUTAMIC ACID AS A NEUROTRANSMITTER. It has been sug-

gested that N-acetylaspartylglutamic acid might be the natural iigand
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that binds to glutamate receptors. It is present in high concentra-
tions in the mammalian brain, is able to disp]ace3H-g1utamate from one
of its binding sites in rat brain membranes and induce convulsions
when injected into the hippocampus. In this work it was shown that N-
acetylaspartylglutamic acid has not effect on 45ca*2  influx into rat
brain cortex slices, in vitro, a process that is enhanced by excita-
tory substances. At very high concentrations N-acetylaspartylglutamic
acid was able to inhibit the binding of kainic acid to its receptors.
It was shown however, that L-glutamate was released by hydrolisis of
N-acetylaspartylglutamic acid during the incubation period and the in=-
hibition observed could be accounted by this release of L-glutamate.
N-acetylaspartylglutamic acid was ineffective when infused,
in vivo, through a cannula permanently implanted into the hippocampus
or into the pulvinar nucleus of the thalamus of an adult cat. It was
also unable to potentiate or to antagonize the effects of glutamate in
the same system. The excitatory and convulsant action observed by
other  authors could be accounted by the hydrolisis of

N-acetylaspartylglutamic acid that generated glutamate in situ.

EXCITATORY AMINOACIDS, CALCIUM AND NEURONAL DAMAGE. A large amount of
derivatives and analogues of glutamate and aspartate have been called
excitotoxic compounds, because they are powerful excitants of verte-
brate central neurons, and if applied under certain conditions are al-
so capable of destroying such cells. The mechanism responsible for
the irreversible damage to neurons remains unclear.

It was shown that the excitatory and neurotoxic compounds

kainate, glutamate, homocysteate, N-methyl-D,L-aspartate and ibotenate




increased significantly the 45ca uptake 1in rat thin brain cortex
slices incubated in vitro, while non excitatory non neurotoxic acidic
aminoacids such as N-acetylaspartate and oK -methylaspartate did not
increased such influx.

It is possible that enhanced calcium uptake may represeni the
basis for the neurotoxic effects of these compounds as a result of the
activation of calcium dependent intracellular proteases.

The calcium uptake stimulated by N-methyl-D,L-aspartate was
bjocked by cadmium and cobalt fons but not by nifedipine or by
tetrodotoxin. These findings suggest that excitatory amino acids,
because of their neuronal depolarizing action in brain cortex, iead to
the opening of voltage sensitive calcium channels.

¥ -amino butyrate, an inhibitory CNS transmitter, slightly
increased calcium influx, but decreased that induced by N-methylaspar-
tate. Adenosine had no effect on the influx.

Ethanol, pentobarbital and morphine, CNS depressors were
unable to inhibit N-methylaspartate-activated calcium influx.

The results suggest that the depressant and inhibitory
effects of these substances, on calcium fluxes, occur through
interference with a different neuronal mechanism than the one which

opperates in the excitatory aminoacids action.
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INTRODUCCTION

La transmision de sefiales entre neuronas vecinas en el sistema
nervioso central (SNC) de vertebrados es un fenomeno eminentemente
quimico (Krnjevic, 1974), en el que participan moléculas 1lamadas neu-
rotransmisores, los que se encuentran almacenados y concentrados en el
axon presindptico.

La mayor parte de los trabajos orientados a dilucidar el meca-
nismo mediante el cual un impulso eléctrico en el terminal presindpti-
co induce la liberacion del neurotransmisor se ha realizado en
sistema nervioso periférico. Sin embargo, dada la semejanza estructu-
ral y biofisica de los axones y elementos presindpticos en el sistema
nervioso central y en el periférico, se acepta que en ambos casos la
liberacidn de neurotransmisores obedeceria al mecanismo de secrecion
por exocitosis, descrito para vesTculas y grdanulos de almacenamiento
presentes en diferentes tejidos (Douglas, 1968).

La exocitosis o fusion de las vesiculas sindapticas con la
membrana plasmatica se origina al despolarizarse el terminal presindp-
tico, por efecto del potencial de accidn. Esta despolarizacion aumen-
ta el flujo de iones calcio hacia el interior del axoplasma e induce
la liberacidn del contenido de las vesTculas al espacio extracelular.
La interaccidn del transmisor con receptores postsindpticos modifica
la actividad de las c€lulas receptoras y genera una respuesta especi-

fica (Katz y Miledi, 1967; Llinds y Nicholson, 1975).




Se han postulade numerosos compuestos, de estructura muy va-
riada, como posibles neurotransmisores a nivel central. En general se
ha considerado la presencia de una sustancia en el terminal presindp-
tico y su capacidad para modificar la actividad neuronal como punto de

partida para el estudio de su probable accion transmisora.

Los criterios bdsicos para la identificacion de un neurotrans-
misor son:

1) Identidad de accion: La sustancia en cuestidn, aplicada ex-
tracelularmente en la vecindad de la neurona, debe producir el mismo
efecto postsindptico, con la misma velocidad y a través del mismo me-
canismo que el transmisor natural (ref. en Orrego, 1979).

2) Liberacidn inducida: Al estimular fisioldgicamente el axcdn
presindptico el transmisor debe liberarse en proporcion a la magnitud
del estimulo y con dependencia absoluta del calcio extracelular (ref.
en Orrego, 1979).

3) Localizacion vesicular: Se ha considerado que el neuro-
transmisor debe estar presente no sdlo en la region presindptica sino,
ademds, almacenado en vesiculas sindpticas, donde se concentrarfa y
estarfa protegido de la degradacicn enzimatica. Este Ultimo criterio
se ha propuesto como esencial en la identificacidn de neurotransmiso-
res centrales (Orrego, 1979}.

Otros criterios que pueden considerarse complementarios a los
ya citados son:

a) Antagonismo farmacoldgico: Los efectos postsindpticos del
presunto neurotransmisor deben ser modificados por drogas, del mismo

modo que el transmisor natural. -Si una droga inhibe 1a transmisidh en




una sinapsis y disminuye la eficiencia de una sustancia aplicada desde
el exterior, se infiere que dicha sustancia puede ser el transmisor
natural en esa sinapsis. Si el antagonista sdlo bloquea la transmi-
sién pero no el efecto de la sustancia aplicada, no se atribuye a ésta

un rol como neurcotransmisor.

b) La presencia en el terminal sindptico de un sistema enzimd-
tico capaz de sintetizar el presunto transmisor a partir de sus pre-
cursores, la presencia de un sistema de inactivacidn especifico de su
efecto y la distribucidn diferencial de un determinado compuesto en
diferentes regiones del SNC, se han considerado tambi€n sugerentes de

una funcion transmisora.

NATURALEZA DE LOS NEUROTRANSMISORES EXCITADORES DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

En comparacion con el conocimiento que se tiene acerca de la
transmisidn inhibidora en muchos niveles del SNC de mamiferos, en que
se ha establecido con certeza que el dcido &-aminobutirico (GABA)
actuarTa como neurotransmisor, los estudios del mecanismo de accicn y
la naturaleza de los neurotransmisores excitadores son menos conclu-
yentes.

Se ha demostrado inequivocamente la funcidn de 1a acetilcoli-
na, que interviene en una pequefia fraccion de las sinapsis excitado-
ras centrales en vertebrados. Se ha descrito ademds, el efecto
excitador de.ciertos péptidos como la sustancia P, colecistoquinina
y péptido intestinal vasoactivo y de algunos aminodtidos como el dcido

glutdmico y el dcido aspdrtico.




A. GLUTAMATO Y ASPARTATO COMO NEUROTRANSMISORES.

E1 primer indicio de un posible papel de los aminodcidos dci-
dos en la transmision central se encuentra en los trabajos de Hayashi
y col. (ref. en Coyle, 1983), quienes describen el efecto convulsivan-
te del glutamato y del aspartato al ser inyectados intraventricular-
mente en el cerebro. Con posterioridad, Curtis y col. (1959) demues-
tran la accidn excitadora del glutamato y sus andlogos sobre neuronas
del SNC de mamiferos.

A continuacidn se analizan brevemente l0s antecedentes que su-
gieren una funcion transmisora central del glutamato y el aspartato y
las dificultades té€cnicas y de interpretacion inherentes a la identi-
ficacidn de un neurotransmisor. Uno de los problemas mds serios y que
serd enfatizado donde corresponda, es la amplia participacidn de estos
aminodcidos en el metabolismo celular y la incapacidad técnica para
distinguir entre los compartimientos que tendrian relacidn con una u

otra funcidn.’

1. DISTRIBUCION REGIONAL DE GLUTAMATO Y ASPARTATO EN EL SNC. El teji-
do nervioso de mamiferos posee un alto contenido de acido glutdmico y
de dcido aspartico los que no estdn distribuidos uniformemente en el
SNC, sino concentrados especificamente en ciertas poblaciones neurona-
les (Johnston, 1978). Esto ha llevado a postular ciertas dreas en
las que la transmisidn nerviosa estaria mediada por estos aminodcidos.
Sin embarge, dado que la actividad metabdlica y la funcidn de diferen-
tes dreas del SNC es muy distinta, no es sorprendente que exista esta
variacion regional. De hecho se ha observado en SNC de gato, un gra-

diente de concentracion de glutamato que aumenta desde las zonas mds




caudales a las cefdlicas de la sustancia gris, el que se correlaciona

con las variaciones en el consumo de oxigeno en estas dreas.

2. SISTEMA DE INACTIVACION SINAPTICA DE GLUTAMATO Y ASPARTATO. El
mecanismo de inactivacicon de glutamato y aspartato en la sinapsis pa-
rece ocurrir fundamentalmente mediante un transporte rdpido de ellos,
desde 1a hendidura sindptica hacia el terminal presindptico, a traves
de un sistema de alta afinidad comih para ambos (ref. Fagg y Lane,
1979, Fagg y Foster, 1983). Esta captacicn depende de la presencia de
ign sodio.

Se ha observado una disminucion de la captacidn de glutamato
al lesionar los axones de ciertas vias en el SNC. Este hecho, sin em-
bargo, no significa que esta via sea glutamatérgica por cuanto esta
lesidn de los axones puede provocar cambjos metabdlicos importantes en
la neurcna y la alteracidn no se relacionarfa necesariamente con una
funcidnh transmisora (Storm Mathisen y Iversen, 1979; Henn y col.,

1974; Balcar y Johnston, 1972).

3. LIBERACION INDUCIDA DE GLUTAMATO Y ASPARTATO. Uno de los crite-
rios mds importantes para establecer la naturaleza de un neurotransmi-
sor es demostrar que la sustancia en cuestidn se libera desde el axdn
presinaptico en cantidad suficiente para activar la neurona postsindp-
tica.

En este tipo de estudio se ha recurrido a la estimulacion
eléctrica o quimica de terminales nerviosos especificos, rebanadas
finas de 'tejido o de sinaptosomas y a la recoleccion de la sustancia

l1iberada por ellos.




Se postula que en el hipocampo las fibras comisurales y aso-
ciativas, que van a las c€iulas piramidales CA4 del giro dentado, Ji-
berarfan aspartato y las colaterales de Schaffer glutamato o aspartato
(Fagg y Foster, 1983). Se ha observado que en cortes de hipocampo
despolarizados con compuestos excitadores, se libera glutamato y as-
partato con dependencia de calcio y que la estimulacion con 40mM de
KC1 tambien produce liberacidn de estos compuestos (Ferkany y Coyle,
1983).

En cortes de corteza olfatoria de cuy, la estimulacidn eléc-
trica repetida de la aferencia excitadora, el tracto olfatorio late-
ral, aumenta la liberacidn de glutamato. Este efecto es especifico,
proporcional a la frecuencia del estimulo y dependiente de la presen-
cia de Calt en el medio (Yamamoto y Matsui, 1976). En cortes de cor-
teza olfatoria de rata, se ha observado en cambio la liberacidn de
aspartato (Collins y Probett, 1981).

Muchos de los trabajos de la literatura, que indican que en
ciertas vias neuronales estos aminodcidos se liberan con las caracte-
risticas propias de un neurotransmisor, requieren un andlisis riguroso
de las condiciones experimentales de estimulacidn usadas. la libera-
cicn debe ser selectiva y no ser consecuencia del dafic tisular
(Orrego, 1979).

En experimentos efectuados en rebanadas de corteza cerebral
de rata se ha observado que cuando se aplican estimulos eléctricos con
potenciales de alrededor de 1 V no se libera glutamato ni aspartato,

en cambio al aplicar un potencial mayor, €stos se liberan conjuntamente




con lisina y leucina, que no tienen actividad en el SKC. En condicio-
nes de alto voltaje hay salida de glutamato y aspartato desde el
compartimento glial, lo mismo ocurre al estimular los cortes com una
concentracicn alta de K¥, cuyo efecto despolarizante se manifiesta a
nivel neuronal y gtial (Vargas y col., 1977)}.

Es indispensable demostrar si el proceso de liberacidéh es ab-
‘solutamente dependiente de calcio. Si la liberacién ocurre con estimu-
los entre 0.5y 1 Vy es dependiente de calcio, es muy posible que el
compuesto sea de origen neuronal y esté relacionado con una funcion
fransmisora.

Tomando en cuenta estas consideraciones, el glutamato y el as-
partato no cumplirfan, hasta el momento, con el criterio de libera-

cidn inducida.

4. IDENTIDAD DE ACCION: ACCION POSTSINAPTICA DE GLUTAMATO Y ASPARTATO.
La aplicacidn iontoforética de glutamate en la vecindad de una célula
receptora produce un efecto semejante al del neurotransmisor excita-
dor natural.

Los resultados obtenidos mediante la técnica iontoforetica,
deben analizarse con atencidn, ya que a menudo se produce una alta
concentracidn local de la sustancia aplicada, la que puede provocar
una respuesta postsindptica caracteristica, pero sin significado fi-
sioldgico. Existe ademds la posibilidad que la sustancia aplicada in-
teractie con receptores extrasinébticos-e induzca la liberacidh del
neurotransmisor natural responsable de la respuesta que se observa.

Un enfoque experimental muy util, para ver si una sustancia cumple con




el criterio de identidad de accidn, es comparar el potencial de inver-
sidn de la respuesta provocada por el neurotransmisor natural con el
de la respuesta provocada por la sustancia en cuestion, aplicada fon-
toforéticamente.

E1 potencial de inversion de la despolarizacion inducida por
glutamato, en muchos estudios, es diferente al del potencial postsi-

naptico excitatorio (ref. en Fagg y Foster, 1983).

5. INTERACCION DE GLUTAMATO Y ASPARTATO CON UN RECEPTOR DE MEMBRANA.
La medicidn de la unidn de un compuesto radiactivo a membranas, permi-
te evaluar directamente la interaccidn del ligando con su receptor, a
diferencia de las t€cnicas electrofisiologicas que miden un evento que
se supone es el resultado de esta interaccidn.

En los primeros estudios de unidn de aminodcidos dcidos a mem-
branas de SNC, se uso 14 ¢ -~glutamato y membranas de cerebro de rata
(Roberts, 1974, Michaelis y col.,1974). En ellos se describe la unidn
de glutamato como un proceso saturable y de alta afinidad donde el Ti-
gando puede ser desplazado por otros aminodcidos excitadores, datos
que sugieren la interaccidn del compuesto con un receptor especifico.

A raiz de los estudios de Simon y col. {1976) que demuestran la
unidn especifica de 3H-kainato a membrana plasmdtica, se propuso este
compuesto como un ligando ideal para el estudio del receptor de gluta-
mato. El kainato posee un gran poder excitador sobre el SNC y no es
captado por el sistema de transporte de glutamato. Sin embargo, pos-
teriormente se observd que las interacciones de glutamato y kainato
con membranas sindpticas presentaban diferentes caracteristicas. De

hecho la modificacidn quimica de la molécula de kainato en grupos que




no se relacionan con la estructura del glutamato, por ejemplo la re-
duccidn de la cadena isopropilénica, produce compuestos de menor acti-
vidad excitadora o completamente inactivos (Schwarcz y col, 1978).
Por otra parte, los requerimientos idnicos para la unidn de kainato,
al igual que los necesarios para la despolarizacidn neuronal en cere-
bro de mamiferos, son diferentes que para glutamato. También hay di-
ferencias en la farmacologia de los sitios de unidn de ambos compues-
tos.

Al sintetizarse SH-glutamato de alta actividad especifica, a
pesar de la gran disparidad de datos que se obtuvieron, se avanzd con-
siderablemente en la caracterizacion del receptor.

Las diferencias en los pardmetros cindticos de Ta unidn se
atribuyeron a los métodos de preparacién de las membranas y a la di-
versidad de los tejidos usados, que provenian de distintas dreas del
SNC y de distintas especies animales. Sin embargo, esto no explicaba
la falta de especificidad farmacoldgica observada, por 1o que se pos-
tuld la existencia de diferentes receptores para glutamato distribui-
dos diferencialmente en las dreas consideradas.

A partir de estudios cinéticos se postulan 3 sitios de unidn
para glutamato. Existirfan dos sitios de afinidad media ( Kd =
100-1000 nM), que pueden separarse sobre la base de su sensibilidad
farmacoldgica, dependencia de iones y un sitio de afinidad baja
(Kd > 1000 nM), dependiente de sodio y que posiblemente corresponderia
a un sitio de transporte (Foster y Fagg, 1984).

la informacidn existente acerca de la unidn de L-aspartato a

membranas es escasa. Se ha descrito la existencia de dos sitios de




unidn, uno de los cuales tiene requerimientos estructurales y de
dependencia de iones semejante a uno de los sitios descritos para

glutamato (ref. Foster y Fagg, 1984).

5.1. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DEL RECEPTOR. La caracterizacion
farmacoldgica del receptor para aminodcidos excitadores se postergd
por afios debido a la falta de antagonistas potentes y selectivos. Con
el desarrollo de dichos compuestos la mayor parte de los trabajos
electrofisioldgicos y de estudio de union se han orientado en este
sentido y ha sido posible demostrar la existencia de por lo menos ires
receptores diferentes que reconocen al L-glutamato, con una afinidad
semejante y que estarfan localizados en forma diferencial en el SNC
(Watkins, 1984; ref. Foster y Fagg, 1984).

La clasificacidn expuesta a continuacion deriva fundamental-
mente de estudios electrofisioldgicos en que se analizd el efecto de
antagonistas sobre la repuesta inducida por la aplicacidn de un ago-
nista que activa selectivamente a estos receptores.

i) RECEPTOR QUE UNE N-METIL-D-ASPARTATO (NMDA). Este receptor
estd definido por su alta selectividad por el NMDA. Es antagonizado
por andlogos del dcido fosfonico como el D-2-amino-5-fosfonopentanoato,
el D-2-amino-7-fosfonoheptanoatoc y el 3-(2-carboxipiperazin-4-il)-
propil-1-fosfonato, compuestos muy potentes y selectivos.

Este receptor es el mejor caracterizado fisioldgicamente y se
postula que no participaria en la transduccidn de sefiales rdpidas sino
en procesos relacionados con plasticidad neuronal.

La despolarizacion neuronal inducida por NMDA en presencia de

Mg2*, es dependiente de voltaje. Cuando la membrana neuronal estd en
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su potencial de reposo o en valores menores, los canales activados
por NMDA son bloqueados por concentraciones fisfoldgicas de Mg2t,

Existen estudios autoradiogrdficos que muestran la presencia
indiscutible de receptores de NMDA en el SNC, sin embargo aunque hace
afios que existe el 3H-NMDA de alta actividad especifica, no se ha Tlo-
grado establecer las condiciones apropiadas para el estudio de su
unidn a membranas. Se ha postulado que este sitio unirfa aspartato en
forma preferencial (Watkins y Evans, 1981; ref. en Foster y Fagg,
1984).

ii) RECEPTOR QUE UNE QUISCUALATO. Este tipo de receptor es ac-
tivado selectivamente por el dcido quiscudlico. Electrofisioldgicamen-
te no es afectado por Mgz+, ni por los antagonistas del receptor de
NMDA. No se ha descrito hasta ahora unidn de quiscualato a receptores
de membranas pero hay trabajos en relacion a la unidn del dcido
34~ amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico a membranas de cere-
bro de rata. Este compuesto es un andlogo ciclico del L-glutamato y
un excitante poderoso de neuronas espinales de mamiferos. Se piensa
gue su accidn estaria mediada por receptores de tipo quiscualato (ref.
en Foster y Fagg, 1984).

$i1) RECEPTOR QUE UNE KAINATO: La falta de antagonistas selec-
tivos para este receptor ha retrasado considerablemente su estudio, im-
pidiendo su caracterizacidn farmacologica y la interrelacion entre los
estudios fisioldgicos y 1os de unidn.

La unidn de 3H-kainato a receptores de membrana de cerebro de

Tata es especifica del tejido nervioso, saturable, de alta afinidad e

independiente del idn Na® (Simon y col., 1976).
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E1 kainato constituye un compuesto con un espectro de activi-
dad wnico, ya que en concentracidn milimolar es prdcticamente incapaz
de desplazar al L-glutamato y L-aspartato de su unidn a membranas, pe-
ro cuando €1 estd unido es desplazado por quiscualato y glutamato.

No se han desarrollado antagonistas que discriminen claramente
entre los receptores de kainato y quiscualato, ambos son antagonizados
por la a*-D-qutami]china y el ‘5’-D-glutamﬂaminometﬂsulfonato, con
moderada selectividad y potencia.

Mediante estudios autoradiogrdficos y usande dcido 34-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropidnico y 34-KA, se ha demostrado la
distribucidh anatdmica de ambos receptores en el cerebro (Monaghan y
col., 1983}).

Se postula que los receptores de quiscualato y kainato serfan
los mediadores primarios de sefiales excitadoras rdpidas en sinapsis

que utilizan aminodcidos excitadores como transmisores.

6. PRESENCIA DE GLUTAMATO Y ASPARTATO EN VESICULAS SINAPTICAS. La
presencia en el terminal sindptico de altas concentraciones de nume-
rosos compuestos, que son incapaces de modificar la actividad neuronal,
ha desvirtuado los estudios que consideraban la localizacicdn presindp-
tica como indicativa de una funcion transmisora.

No puede desconocerse la posibilidad de que existan diferen-
tes mecanismos de liberacidn para los distintos agentes neuroactivos
que coexisten en el mismo terminal nerviose y que cada uno de ellos
tenga su propia regulacidn. Sin embargo, el modelo de liberacicn de
los neurotransmisores por exocitosis desde vesiculas sindpticas, aun-

que oscuro a nivel bioquimico, sigue siendo el de mayor aceptacion por
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cuanto explica y compatibiliza la mayor parte de los hallazgos experi-
mentales existentes (Whittaker, 1984; Tauc, 1982).

Se han realizado grandes avances tanto en las técnicas de ais-
lamiento como en el estudio de la composicidn y funcion de las vesicu-
las sindpticas, sin embargo, la mayoria de estos estudios no se han
hecho en sistema nervioso de mamiferos (Whittaker, 1984). Una de las
razones radica en la dificultad para obtener un tejido que posea una
poblacion homogénea de vesiculas que contengan un determinado transmi-
sor. dJunto al problema de la diversidad de terminales nerviosos que
conducen a una poblacidn mixta de vesfculas, estd tambien el de la
contaminacidn de las preparaciones con fragmentos resellados de mem-
brana plasmdtica, de membranas de otros organelos celulares y de re-
t{culo endopldasmico.

Se ha determinado una alta concentracicn de glutamato en Tlos
sinaptosomas de diferentes dreas de cerebro de bovino (Kontro y col.
1980), de bulbo olfatorio y de cerebro total de rata (Kvamme y lenda,
1981}.

La concentracion de aspartato en la fraccion sinaptosomal de
cerebro de bovino también es alta, pero 3 a 4 veces menor que la del
glutamato (Kontro y col., 1980).

En la fraccicn de vesiculas sinapticas en cambio, no se ha en-
contrado que los dcidos glutdmico y aspdrtico esten en cantidad signi-
ficativamente mayor que el resto de los aminodcidos, ni tampoco que
sean mas abundantes que en otras fracciones subcelulares {Mangan y
Whittaker, 1966; Rassin, 1972; Kontro y col, 1980; De Belleroche y

Bradford, 1973; L@hdesméski y col., 1977).
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Se postuld por lo tanto que estos compuestos, al 1igual que
otros transmisores, podrian estar localizados en el citoplasma y ser
1iberados directamente a la hendidura sindptica a traveés de un trans-
portador en la membrana externa (ref. en Whittaker, 1984;
De Belleroche y Bradford, 1973).

Otros autores atribuyen la ausencia de los aminodcidos en las
vesTculas a una peérdida del contenido de ellas durante el proceso de
preparacion, el que incluye largas centrifugaciones y numerosos lava-
dos. Este hecho halsido confirmado en los trabajos de Naito y Ueda
(1985) y de Kvamme y Lenda (1981).

Una de las primeras pruebas acerca de la compartimentalizacidn
del glutamato aparece en un trabajo en que miden su concentracion en
sinaptosomas intactos y en sinaptosomas rotos mediante sonicacion. Los
autores demuestran que aproximadamente el 12% del glutamato presente
en el sinaptosoma es liberado cuando €ste se rompe y sugieren que el
resto estaria compartimentalizado en alguna estructura que podria co-
rresponder a las vesfculas sindpticas (Kvamme y Lenda, 1981).

Los trabajos mas concluyentes en relacion a la presencia de
glutamato en vesfculas sindpticas han aparecido en los dltimos cuatro
afios. El1 primero de e]lo§, que forma parte de esta tesis, demuestra
que existe glutamato en vesTculas sindpticas de corteza cerebral,
cuerpo estriado e hipotdiamo de rata (Riveros y Orrego, 1982).
Posteriormente, Naito y Ueda (1983 y 1985) mediante teécnicas inmunolod-
gicas purifican vesTculas sindpticas de corteza cerebral de buey y de-
muestran la presencia en ellas de un sistema de captacion especifico
para glutamato, el que depende de ATP y temperatura y es independiente

de Nat-




Casi simultdneamente con este hallazgo, mediante técnicas
inmunocitoquimicas se tuvo la prueba de que el glutamato estd
concentrado en forma significativa en terminales axdnicos excitadores
de hipocampo de rata, regidn que contiene sistemas neuronales bien de-
finidos que se piensa que utilizan glutamato como transmisor excitador
(Storm Mathisen y col., 1983).

Hasta ahora no existen datos similares en relacidn a la pre-
sencia de aspartato en vesiculas sindpticas, a pesar de lo cual ain no
se ha descartado la posible participacion del aminodcido como neuro-
transmisor en el SNC de mamiferos (Fagg y Lane, 1979; ret. en Foster y

Fagg, 1984).

B. N-ACETILASPARTILGLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR.

Se ha observado que la aplicacidn de glutamato y aspartato
provoca una respuesta neuronal que no es antagonizada por tas mismas
drogas que antagonizan el efecto del neurotransmiser excitador natu-
ral de las vias en que ellos supuestamente actudan {Fagni y col.,
1983a; Shields y col., 1981). Por esta razén se ha postulado que el
neurotransmisor podria corresponder a una sustancia que presenta gran
analogia con estos aminodcidos o que contiene glutamato o aspartato o
ambos en su estructura.

Se ha propuesto que la sustancia excitadora liberada en neu-
ronas de vias presuntamente glutamatérgicas podria ser el dcido
N-acetilaspartilglutdmico. Este dipéptido se encuentra en alta con-
centracidn en el tejido nervioso de todas las especies de mamiferos

estudiadas y presenta una distribucion regional en el cerebro
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(Curatolo y col., 1965; Miyamoto y Tsujio, 1967; Ffrench-Muller y
col., 1985; Koller y Coyle, 1985).

E1 NAAG se une en forma saturable y reversible a membranas
sinaptosomales de cerebro de rata y es desplazado por quiscualato,
ibotenato y glutamato (Koller y Coyle, 1985), a su vez es capaz de
desplazar con mayor eficiencia que otros andlogos peptidicos la unidn
de glutamato (Koller y Coyle, 1984).

A diferencia de lo que ocurre con glutamato, en corteza piri-
forme de rata se ha observado que el D,L-2-amino-4-fosfonobutirato
es capaz de inhibir tanto el efecto excitador de! NAAG como el pro-
ducido por el neurotransmisor enddgeno liberado por estimulacidn de
las vias aferentes excitadoras (Shields y col., 1981; Ffrench-Muller
y col., 1985).

La infusidn estereotdxica de NAAG en hipocampo de rata produce
convulsiones sdlo despu€s de un largo periodo de latencia (Koller y
Coyle, 1984).

Todos estos antecendentes sugieren una participacidn del NAAG
en la neurotransmision. Parte del trabajo de esta tesis, orientada a
la identificacion de una sustancia excitadora que interactue con el
receptor que une glutamato, tiene relacidn con el NAAG y su posible

funcidn transmisora (Riveros y Orrego, 1984).

C. METILTETRAHIDROFOLATO Y SU FUNCION EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.
A pesar del gran interés en torno al receptor que une kaina-

to, hasta el momento en que se comenzd esta tesis no se habia logrado

establecer su significado fisioldgico, ni la naturaleza del ligando

enddgeno que se une a €l.




Se ha propuesto que este compuesto podria ser el glutamato o
alguin derivado del! tetrahidrofolato, ya que estos compuestos desplazan
la unidn de kainato a membranas de cerebelo de rata. El1 metiltetrahi-
drofolato posee efecto excitador en medula espinal de sapo y es cap-
tado activamente en cerebro de rata, donde se encuentra concentrado en
sinaptosomas (Ruck y col., 1980).

Sin embargo, existen numerosos antecedentes que indican que
la accidn del folato no es a nivel del receptor de kainato. Se ha
descrito que el compuesto actua como agonista del kainato en la meédula
del sapo y como antagonista en neuronas espinales de rata. E1 kainato
y los folatos no tienen el mismo efecto sobre el nivel de
3',5'-guanosinmonofosfato, ya que en presencia de kainato aumenta el
nivel del nucledtido, en cambio €ste no se modifica por accidn de los
folatos. La diferente sensibilidad de la corteza olfatoria frente a
ambas sustancias tampoco es compatible con la accion de los dos com-
puestos a nivel del mismo receptor.

Tanto el folato como el kainato son neurotdxicos. Se ha des-
crito que la inyeccidn de folatos en la amigdala de rata adulta repro-
duce los efectos toxicos del kainato y en el cuerpo estriado induce
convulsiones (0lney y col., 198la). Sin embargo, el efecto del MTHF no
es comparable con el de kainato en cuanto a la localizacion del dafio
tisular ni tampoco en cuanto al curso temporal de la degeneracion neu-
ronal (Olney y col., 1981lb).

Para compatibilizar las discrepancias observadas en los expe-
rimentos electrofisioldgicos, se ha postulado la existencia de dos ti-
pos de receptores de kainato, uno sensible a kainato solamente y otro

activado por kainato y folatos (Auker y col., 1982).
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La naturaleza del! ligando enddgeno para el receptor que une
kainato seguiria siendo una incdgnita y su determinacion constituye
uno de los objetivos primordiales de esta tesis (Riveros y Orrego,

1981).

ACCION NEUROTOXICA DE AMINOACIDOS EXCITADORES

La aplicacidn iontoforética de aminodcidos dicarboxilicos
produce excitacidn neuronal en el SNC. Este efecto se observa tambien
cuando se administran andlogos estructurales de los dcidos glutamico
y aspdrtico tales como los dcidos quiscudlico, homocisteico, N-Metil-
D,L-aspdrtico iboténico, domoico y kainico.

Todas estas sustancias producen destruccion celular caracte-
rizada por alteraciones de las dendritas y de! soma neuronal, sin
afectar los axones. La localizacidn del dafio es coincidente con la
de los receptores para sustancias excitadoras (Mc Geer y Mc Geer,
1976).

E1 efecto neurotdxico del glutamato y del! aspartato fu€ des-
crito por Lucas y Newhouse en 1957 (ref. en Coyle, 1983), quienes ob-
servaron que la inyeccidn de estos aminodcidos a ratones recien
nacidos producia dafio en la retina. Desde entonces ha aparecido una
serie de trabajos orientados a dilucidar el mecanismo mediante el cual
se produce la destruccidn neuronal. Los estudios se han realizado in-
yectando glutamato o sus andlogos en dreas especificas del cerebro y
cerebelo de animales adultos y observando los cambios que se producen

a nivel bioquimico, histoldgico y electrofisioldgico.
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Todos los aminodcidos citados producen dafio neuronal, sin em-
bargo, el mds estudiado ha sido el acido kainico por constituir una
herramienta de lesidn selectiva de ciertas vias neuronales y ademd’s
porque existe gran analogia entre el dafio producido por la administra-
cién de esta toxina y el que se observa en numerosas enfermedades neu-
rodegenerativas (Olney y col., 1974). Es asi como la inyeccion
intraventricular de kainato en cerebro de rata produce un cuadro
convulsivo con degeneracion neuronal del sistema 1imbico semejante al
que resulta como consecuencia del estatus epiléptico (ref. en Nadler,
1981). Se ha demostrado tambi€n un paralelismo entre los efectos neu-
roquimicos e histoldgicos producidos por la inyeccion de kainato en
cuerpo estriado y los que se presentan en la corea de Huntington (ref.
en Coyle, 1983).

La causa de estas patologias podria resultar de una alteracion
en los mecanismos de regulacion del metabolismo y de la liberacion del
neurotransmisor enddgeno que se une a los mismos receptores que unen
kainato o bien, a la sintesis de una toxina andloga al kainato que
sensibilizarfa a las c€lulas frente a la accion de otras sustancias
excitadoras.

Olney y col. (1971) han demostrado que el efecto neurotdxico
del glutamato y sus andlogos generalmente se correlaciona con Su po-
tencia excitadora y que la sensibilidad neuronal frente a la accion
téxica de estos compuestos es proporcional a la densidad de receptores

para glutamato presentes en la c€lula.




Se ha observado que la inyeccidn intracerebral de kainato, en
hamster, destruye todas las c€lulas de la corteza cerebelosa que po-
seen receptores que unen glutamato, manteniéndose intactas las c€lu-
las granulares que no los poseen (Herndon col., 1980).

Se ha postulado por lo tanto, que el dafio neuronal derivaria
de la estimulacidn sostenida de los receptores para glutamato. La
despolarizacidn neuronal prolongada 1levaria a un desbalance idnico
irreversible, a un agotamiento de las reservas energeticas y finalmen-
te a la destruccidn celular (ref. en Coyle 1983).

Nadler y col. (1981) han postulado que la accidn neuro-
tdxica del kainato residiria en su capacidad para inducir convulsiones
y que la vulnerabilidad de las c€lulas piramidales de hipocampo frente
a la accidn de la droga se deberia al bajo umbral de descarga de estas
c€lulas. Esta idea surge de observaciones que muestran la relacidn
entre la intensidad de las convulsiones en una crisis epiléptica y el
dafio cerebral que se produce. Experimentalmente la destruccidn neuro-
nal sdlo se manifiesta al aplicar la dosis de kainato que produce con-
vulsiones ininterrumpidas durante 2 horas. Por otra parte el efecto
toxico del glutamato y sus andlogos se reduce al coadministrar drogas
anticonvulsivantes.

Hay estudios que muestran que la neurotoxicidad del! kainato
depende de la integridad de las fibras excitadoras aferentes que po-
siblemente liberan glutamato o aspartato (Biziere y Coyle, 1978;
Mc Geer y col.,1978).

Ferkany y col.(1982) proponen que el kainato interactuaria con
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receptores presindpticos despolarizando el terminal, lo que provocaria
la liberacidn de glutamato, aspartato o de ambos. E1 compuesto libera-
do y el kainato activarfan cooperativamente a receptores postsindpti-
cos, despolarizando la c€lula en forma mantenida, hasta provocarle la
muerte. Al parecer el dafio no se deberia a la despolarizacion per se,
sino a la duracidn de! estimulo despolarizante. Se ha observado, por

ejemplo, que en misculo esquelético de langosta incubado en un medio

con alto contenido de K*s se produce despolarizacidn sin degeneracion
neuronal, a diferencia de lo que ocurre cuando se despolariza con glu-

tamato (ref. en Coyle, 1983; Duce y col., 1983).

EFECTO DE AMINOACIDOS ACIDOS SOBRE LA PERMEABILIDAD CELULAR Y SU
POSIBLE RELACION CON EL MECANISMO DE NEUROTOXICIDAD.

La despolarizacidn por accidn de los aminodcidos &cidos pro-
voca variaciones transitorias de la conductancia idnica. Se ha des-
crito que al! incubar cortes de corteza y de cuerpo estriado de rata
en soluciones salinas, con concentraciones milimolares de glutamato, se
produce un aumento de la entrada de agua y de sodio y una disminucidn
de los niveles de potasio y de las reservas energe€ticas de la c€lula.
E1 kainato solo afecta el movimiento de sodio y el N-metil-D,L-aspar-
tato los flujos de sodio y agua, sin modificar el nivel de ATP
(Bradford y McIlwain, 1966; Biziere y Coyle, 1978; Harvey y Mcllwain,
1968; Nicklas y col., 1980).

En cortes de hipocampo se ha demostrado que la despolarizacidn
eléctrica o quimica de las c€lulas piramidales CAj produce una dismi-
nucidn de la actividad del calcio extracelular. Al aplicar aminodci-

dos excitadores también se ha observado que los cambios en la conduc-

tividad del idn calcio son cuantitativamente importantes.
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Hay muchos datos que relacionan el aumento del calcio intra-
celular con la toxicidad y muerte de una variedad de tejidos y c€lu-
las animales. Esta relacidn se ha observado en estudios realizados en
higado, corazdn y rifion (Farber, 1981).

En el sistema nervioso se ha descrito la degradacion de estruc-
turas neuronales por accidn de fosfolipasas y proteasas dependientes
de calcio (Pontremoli y Melloni, 1986). Estas enzimas al activarse,
pueden alterar proteinas estructurales de la membrana mitocondrial y
plasmdtica y de €ste modo romper la homeostdsis celular( Farber,
1981).

En misculo esquelético de langosta, en que se ha inhibido la
desensibilizacidn de los receptores de glutamato, se ha observado que
el L-glutamato produce hinchamiento y vacuolizacidn celular siempre
que exista Ca2* en el medio extracelular (Duce y col., 1983).

E1 mecanismo mediante el cual los aminodcidos dcidos producen un au-
mento de la entrada de calcio a la c€lula nerviosa no estd claro. El
efecto podria deberse a una accion directa de estos compuestos sobre
un receptor especifico asociado a un canal de calcio o ser consecuen-
cia de la despolarizacidn por aumento de la entrada de sodio a la ce-
lula, la que provocaria la apertura de canales de calcio dependientes

de voltaje.

Parte de esta tesis comprende un estudio acerca del efecto de
varias sustancias excitadoras sobre la entrada de calcio al espacio
intracelular de cortes de corteza cerebral de rata y de su posible re-
lacidn con el efecto neurotdxico que presentan. Se tratd ademds de
determinar la naturaleza del canal de calcio involucrado en este efec-

to.

22




EFECTO DE SUSTANCIAS DEPRESORAS DEL SNC SOBRE EL FLUJO DE CALCIO.

Se ha descrito que sustancias depresoras de! SNC, como el
pentobarbital, la morfina y el etanol disminuyen la entrada de calcio
al terminal nervioso e interfieren el fendmeno de excitacidn neuronal
Estas sustancias podrian tener un efecto directo sobre los canales de
calcio o una accidn inespecifica sobre ellos al provocar un cambio en
la fluidez de la membrana plasmatica, el que alteraria indirectamente
la funcionalidad del canal. Se ha observado que el etanol aumenta la
fluidez de la bicapa lipidica y el pentobarbital la disminuye.

En sinaptosomas de cerebro de rata el pentobarbital reduce la
entrada de calcio producida por despolarizacicn con K* (Blaustein y
Ector, 1975) y en preparaciones de musculo de invertebrado disminuye
la sensibilidad de las c€lulas postsindpticas a la accidn de acetil
colina, glutamato y otros compuestos excitadores (Barker y Gainer,
1973).

La adicidn de etanol a sinaptosomas de cerebro de rata inhibe
la captacion de calcio dependiente de voltaje en distinto grado segun
cea el drea en estudio. El efecto depresor del etanol, por otra parte
es antagonizado por el suministro de calcio (Mayer y col., 1980). Se ha
postulado que la accién depresora de los barbituricos y de los alcoho-
les alifdticos podria deberse a perturbaciones en el mecanismo de ac-
tivacidn de los receptores para aminodcidos excitadores (Teichberg y
col., 1984) de hecho, el pentobarbital impide la accidn neurotdxica del
kainato inyectado intracerebralmente (Potashner y Gerard, 1983).

Los péptidos opioides y la morfina, por su parte, antagonizan
la accidn excitadora del glutamato en c€lulas de meédula espinal

(Zieg]gﬁnsberer y Bayerl, 1976)
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EFECTO DE SUSTANCIAS INHIBIDORAS DEL SNC SOBRE EL FLUJO DE CALCIO.

ADENOSINA: La adenosina y los nucledtidos de adenina tienen accidn
inhibidora sobre neuronas de corteza cerebral, nucleo caudado, corte-
za olfatoria e hipocampo de rata (Proctor y Dunwiddle, 1983, Fredholm
y Hedqvist, 1980). La adenosina inhibe la captacidn de calcio estimu-
lada por K* y al ser aplicada iontoforéticamente disminuye la descarga
espontdnea de neuronas corticales en cerebro de rata. Por su parte
los andlogos de adenosina bloquean reversiblemente las espigas de cal-
cio en c€lulas de ganglio cervical superior de rata y en neuronas pi-
ramidales de hipocampo. Se piensa que el efecto inhibidor de la
adenosina derivaria de la disminucion del flujo de Cal* hacia el inte-
rior de la neurona, lo que disminuirfa la liberacidn de neurotransmi-
sores. De hecho se ha observado que el nucledsido inhibe la
liberacién de glutamato, acetilcolina y noradrenalina, inducida por

despolarizacidn con K* (ref. en Dolphin., 1983).

ACIDO -f—AMINOBUTIRICO: El GABA reduce la excitabilidad y actividad
espontdnea de la c€lula nerviosa cuando actua a nivel del soma y dis-
minuye el potencial de accion y la liberacion de transmisores cuando
1o hace a nivel del terminal presindptico.

En el SNC este aminodcido reduce la despolarizacidn inducida
por alta concentracidn de K*, lo que afecta la apertura de canales de
Cal* dependientes de voltaje. Se ha establecido que la aplicacion
fontoforética de GABA bloguea la respuesta excitadora provocada por
glutamato, aspartato y por sus andlogos estructurales (Olney y Price,

1980).
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Estos datos y otros que aparecen en la literatura sugieren una po-
sible relacidn entre la accign inhibidora de estos compuestos y su

capacidad para modificar los flujos de calcio en neuronas centrales.
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OBJETIVOS DE LA TESIS.

1. Determinar la naturaleza de la o las sustancias enddgenas conteni-
das en vesiculas sindpticas que se unen al mismo receptor que el kai-

nato o el N-metil-D,L-aspartato.

Se postula que la sustancia buscada, relacionada estructuralmente
con el kainato o el N-metil-D,L-aspartato podria corresponder a un
neurotransmisor excitador y debiera estar concentrada en vesiculas

sindpticas al igual que los neurotransmisores cldsicos.

2. Estudiar los mecanismos idnicos involucrados en la accidn neuro-

toxica del glutamato y sus andlogos estructurales, sobre neuronas cen-

trales.
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MATERIALES Y METODOS

1.-ANIMALES Y REACTIVOS:

Se usaron ratas Sprague Dawley, provenientes del vivero del
departamento de Fisiologia y Biofisica de la Facultad de Medicina Nor-
te, Universidad de Chile.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, U.S.A.: Adenosina, serina, treonina, seroalbumina
bovina, HEPES, Sepharose 4-B, ATP y los dcidos L-aspdrtico,
N-aceti]-L-aspéktico,‘F-aminobutfrico, L-glutdmico, homocisteico, ibo-
ténico, katnico, N-metil-D,L-aspdrtico yo - metil-D,L-aspdrtico.

Los dcidos G-3H-katnico, L- U -14Cc-glutdmico, 3H-N-metil-D,L~-
aspartico y l4C-aspartico y tambien el 45Ca C1,, 1a 3H-G -inulina y
el PPO de New England Nuclear, Boston, MA, U.S.A, o de The Radio-
chemical Center, Amersham, Buckinghamshire, U.K.

Los solventes orgdnicos sales inorgdnicas, sacarosa, glucosa y
Tris se obtuvieron de Merck, Darmstadt, Alemania.

Las placas de celulosa se adquirieron a Eastman Organic
Chemicals, Rochester, U.S.A. El papel cromatogrdfico Whatman y el

Sephadex G-10 a Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia.
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2.-PREPARACION DE MEMBRANAS SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.

Se usaron ratas de 150-300 g las cuales se mataron por deca-
pitacidn, disecdndose luego la corteza cerebral. Las membranas se pre-
pararon de acuerdo al método propuesto por Simon y col. (1976}.

E1 método consiste en homogeneizar el tejido en 20 volumenes
de sacarosa 0,32 M en un homogeneizador Potter-Elvehjem de vidrio con
vistago de Teflon {clearence de 0,25 mm) . E1 homogeneizado se

centrifugaba por 10 min a 1000 x g, se descartaba el precipitado (P1)

y el sobrenadante (S7) se centrifugaba a 20.000 x g por 20 min obte-
niéndose un sedimento (P2) que se resuspendia en 10 volumenes de agua
destilada fria y se centrifugaba a 8000 x g por 20 min. E1 sobrena-
dante mds la capa “algodonosa" del precipitado se centrifugaban a
48.000 x g por 20 min. E1 precipitado obtenido (P3) se lavaba dos ve-
ces resuspendiéndolo en agua destilada y centrifugdandolo a 48.000 x g
por 20 min. Esta preparacidn cruda de membranas sindpticas fué la que
se usG para los ensayos de union de ligandos. Todas las manipulacio-

nes descritas se realizaron entre 0 y 4°C.

3.-ESTUDIO DE LA UNION DE 3H -KAINATO A MEMBRANAS SINAPTICAS.

3.1.-ENSAY0: La unidn de 3H -kainato (3H -KA) se ensayaba por tri-
plicado, de acuerdo al metodo descrito por Simon y col. (1976). Las
membranas, 0,5- 1,5 mg de proteina, se incubaban por 20 min a 4°C en 2
ml de una mezcla de reaccidn compuesta por solucion amortiguadora
Tris-citrato 0,05M, pH 7,1 y 40nM de SH -KA, en ausencia y presencia
de kainato frio 10-4 M. Al finalizar la incubacidn la reaccidn se ‘de-
tenia centrifugando los tubos por 10 min a 48.000 x gy a 4°C . E1 so-

brenadante se descartaba, el sedimento se lavaba superficialmente dos
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veces con 10 m] de agua bidestilada fria y se secaban las paredes de
los tubos. Las membranas se solubilizaban durante la noche, a tempe-
ratura ambiente, con 0,6 m! de Protosol. El solubilizado se vaciaba
en un frasco de conteo con mezcla de M-fluor concentrado, completdndo-
se a 5 ml con tolueno y se media la radiactividad en un contador de
centelleo (Tracor Analytic DELTA 300).

La unidn especifica de 34 -KA se obtenia por diferencia entre
la radiactividad unida a las membranas en ausencia de kainato frio
(unidn total) y la radiactividad unida en presencia de 10-4M de kaina-
to.

E1 kainato no radiactivo y el 3H-KA compiten por unirse a un
nimero finito de receptores de alta afinidad y también por unirse a un
nimero ilimitado de sitios de unidn de muy baja afinidad. La unidn a
los sitios de baja afinidad, que no es saturable, constituye un blanco
y se denomina unidn inespecifica. Se considera como union especifica
el valor que corresponde al isdtopo desplazado en presencia de una
gran cantidad de! mismo compuesto frio (Burt, 1978).

E1 ensayo se realizaba en solucion amortiguadora sin sodio a
baja temperatura para eliminar la posibilidad de unidn de 3H-KA a si-
tios de captacidn dependientes de sodio. La concentracion de kainato
usado limita la unidn del ligando a enzimas que generalmente tienen

una Km del orden micromolar.
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3.2.-ESTABILIZACION DE LOS RECEPTORES PARA KAINATO. En los primeros
ensayos se usaron solamente membranas frescas, ya que el receptor de
kainato se inactivaba rapidamente cuando las membranas se guardaban
congeladas a =-20°C (t1/2=12 h). Dado que la preparacion de membranas
habitualmente demoraba entre 5 y 6 horas, se ensayaron varios metodos
tendientes a estabilizar la unidn del kainato a membranas almacenadas
en frio. Algunos de los procedimientos usados se indican en la Tabla 1.

Puede observarse que la sonicacidn produce un aumento consi-
derable de la unidn especifica de kainato en relacion a las membranas
sin sonicar. La preincubacidon de membranas frescas sonicadas por 30
min a 37°C no se tradujo en aumento de la unicn del kainato a su re-
ceptor, a diferencia de lo que ocurre con el receptor de glutamato
(Roberts, 1974b).

E1 tratamiento de las membranas con triton X-100 al 0,05% se-
guido de varios lavados con agua elimind completamente la union de
3H-KA a los receptores (no se muestra).

Las membranas sonicadas, almacenadas por 48 h a -20°C perdie-
ron alrededor de 79 % de su capacidad para unir kainato en forma espe-
ciTfica. E1 almacenamiento a -70°C 1levd a la perdida de un 63,5% de
la unidn en 48 h. Los mejores resultados se consiguieron cuando las
membranas sonicadas se almacenaban liofilizadas y a -20°C. En estas
condiciones los receptores conservaron un 52% de su capacidad de
unidn, aun despu€s de 80 dias de almacenamiento. Puede observarse
ademds que la unidn inespecifica disminuyd considerablemente en rela-
cidn a la que se obtuvo con membranas frescas o almacenadas sin liofi-

lizar. De acuerdo a estos resultados, todos los estudios de union se
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realizaron con membranas sonicadas y almacenadas como polvo liofiliza-
do a -20°C.

La unidn inespecifica, en todos los casos, fu€ bastante alta
en relacidn a la unidn especifica. Esto podria deberse a que al cen-

| trifugar las membranas queda agua y 34-KA atrapados en el sedimento.

4. ESTUDIO DE LA UNION ESPECIFICA DE 3H -N-METIL-D,L-ASPARTATO A SU
RECEPTOR DE MEMBRANA

Las membranas preparadas de acuerdo a! me€todo de Simon y
col., (1976) se incubaban en 2 ml de una mezcla compuesta por amorti-
guador Tris citrato 50 mM, pH 7,4 y 10 nM de 34 -NMDA, en presencia y
ausencia de concentraciones variables de NMA o aspartato frio (10‘8 a
10-1 m).

Cuando se usaron membranas de corteza cerebral el estudio de
unidn se hizo en las siguientes condiciones: a) membranas frescas,
liofilizadas o tratadas con Triton X-100 al 0,05%. b) membranas
| preincubadas a 37°C y lavadas exhaustivamente. c) incubacion por 20 o
60 min a 4°C. d) incubacidn por 20 min a 37°C y e) membranas prepa-
radas en presencia de EDTA 3 mM .

Estos mismos ensayos se realizaron utilizando membranas de
médula espinal de rata preparadas tambien por el metodo de Simon.
| Estas membranas se usaron 2 dias despues de su preparacion y se alma-

cenaron liofilizadas y a -20°C hasta el momento de usarlas.

; 5. CONTROL DE PUREZA DE LAS SUSTANCIAS RADIACTIVAS.
5.1. ACIDO 3H-KAINICO: se controld la pureza de! 34-KA mediante croma-

‘ tografia en capa fina de celulosa usando como solvente una mezcla de

butanol: acido ac€tico: agua (4:1:1). Se reveld con Ip y se verificd

la comigracion de 3H-KA y KA como una sola mancha en el cromatograma.
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5.2. ACIDO 3H-NMDA: Se realizd en paralelo una cromatografia en capa
fina de celulosa de los dcidos N-acetil-L-aspdartico, N-metil-D,L-
aspartico no radiactivos y de 3H-NMDA, usando como solvente de corri-
da una mezcla de n-butanol: agua: dcido acé€tico (12:5:3). Se verificd
ta comigracidn de NMDA y 3H-NMDA revelando una tira del cromatograma

con I y midiendo la radiactividad de los eluidos en la otra.

6.-PREPARACION DE VESICULAS SINAPTICAS.

Las ratas se mataban por decapitacidn, disecdndose luego el
drea a estudiar. En algunos experimentos las vesiculas se preparaban
de acuerdo al método descrito por Hata y col. (1976) y en otros de
acuerdo al método propuesto por Seidler y col. (1977).

6.1. METODO DE HATA (Fig. 1): Se homogeneizaba el tejido en 10 volume-
nes de sacarosa 0,32 M mediante un homogeneizador de vidrio con vdsta-
go de tefldn, a una velocidad de 400 a 600 rpm. E1 homogeneizado se
centrifugaba a 1000 x g por 10 min, el sobrenadante (S} se centrifu-

gaba a 10.000 x g por 40 min para obtener la fraccidn mitocondrial Py

que incluye los terminales sindpticos.

E1 precipitado Po se resuspendia en agua destilada (3 ml/g de
tejido original ) y se centrifugaba a 10.000 x g por 40 min. El sobre-
nadante traslucido (Sp) se guardaba y el sedimento mds la fase "algo-
donosa" (P3) se resuspendian en agua y se volvian a centrifugar a
10.000xg por 40 min. E1 sobrenadante (S3) se unTa a (52) y se centri-
fugaban a 105.000xg por 40 min en una centrifuga Beckmann. E1 preci-
pitado resultante correspondia a una fraccidn enriquecida en vesfculas
sindpticas (VS). Toda la preparacion se realizaba usando agua bides~

tilada, hervida y filtrada por filtros de Millipore HAWP (25 mm 0,45

Fm).
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HOMOGENEIZADO

1000 X g 10 min

P Sy
i 10.000 X g 40 min
Py

" SHOCK"OSMOTICO

10.000X g 40 min

Vs

llO’u 90°C
t00.000Xg
20 min

EVS

Figura 1. PREPARACION DE VESICULAS SINAPTICAS POR EL METODO DE HATA
EXTRACCION DEL CONTENIDO VESICULAR. (Pj) restos celulares y nuicleos;

(Pp) sinaptosomas y restos de mielina; (VS) vesiculas sindpticas;
(EVS) extracto de vesiculas sindpticas.
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6.2. METODO DE SEIDLER: Se homogeneizaba el tejido en homogeneizador
de vidrio con vdstago de vidrio, en 4 volumenes de sacarosa 0,32M en
amortiguador Tris-sulfato 25 mM, pH 7,4. EI homogeneizado se centri-
fugaba a 1000xg por 15 min, y luego el sobrenadante a 20.000xg por 20
min. E1 sedimento se descartaba y el sobrenadante se centrifugaba a
105.000xg por 30 min. El precipitade, rico en vesiculas sindpticas,

se resuspendia en amortiguador fosfato de potasio 130 mM pH, 7,0.

7.- PURIFICACION DE VESICULAS SINAPTICAS POR FILTRACION EN COLUMNA DE
SEFARQOSA-4B.

Como marcador de vesiculas sindpticas se usd 3H-noradrena-
lina, 3H-NA, la que se incorpord a las vesiculas incubando rebanadas
de corteza cerebral en 1,2 ml de 17quido cefaloraguideo artificial
(LCR) que contenia 5 FCi de 3H-NA y 0,1 mM de pargilina, droga que in-
nibe la monoaminooxidasa (MAO; E.C. 1.4.3.4.; monoamine: oxygen oxido-
reductase (Florkin y Stotz, 1964). Las rebanadas se obtuvieron manual-
mente de acuerdo al método de Mac Ilwain y Rodnight (1962). Lla incu-
bacidn se realizd por 45 min a 37°C en la solucidn oxigenada y con
agitacion, condiciones en que se produce una entrada activa de nora-
drenalina a las vesiculas.

Se prepararon vesiculas sindpticas de corteza cerebral segun
Hata. Se homogeneizd el tejido junto a los cortes incubados previa-
mente con 3H-NA. La suspensidn de vesTculas sindpticas se pasg por
una columna de Sefarosa 4B (13 x 1,1 cm) previamente calibrada con
azul dextrano,para determinar el volumen de exclusion. La columna se

equilibrd con amortiguador Tris - HCI 10 mM, sacarosa 50 mM, pH 7,4 ¥

se corrid a una velocidad de 0,25 ml/min colectdndose fracciones de
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0,6 ml. En los eluidos se determind la absorbancia a 280 nm y la ra-
diactividad, observdndose que el mdximo de radiactividad de 3H -NA
aparecia en las fracciones que presentan mayor concentracidn de pro-
teThas. En los experimentos descritos posteriormente se suprimid la
jncubaciéh con 3H-NA y se considerd el mdximo de absorbancia a 280 nM
como indicador de las fracciones que contenfa la mayor concentracidn

de vesiculas sindpticas.

8. EXTRACCION DEL CONTENIDO VESICULAR.

Considerando que los neurotransmisores descritos son en su
mayorTa moléculas simples, de bajo peso molecular o de naturaleza pep-
tidica, la extraccion del contenido vesicular se realizd de acuerdo a
las técnicas cldsicas descritas para la extraccidn de aminodcidos so-
lubles y péptidos de bajo peso molecular.

La fraccidn de vesiculas sindpticas se resuspendia en un volu-
men pequefio de agua destilada, se calentaba por 7 min en bafio a 90°C y
se centrifugaba a 105.000 x g por 20 min para separar el material in-
soluble. E1 scbrenadante de esta centrifugacidn constituia el extracto
soluble de vesfculas sindpticas (EVS), el cual se guardaba liofilizado
a -20°C. El1 EVS liofilizado se resuspendia, al momento de usarlo, en
amortiguador Tris-citrato 0,05 M, pH 7,1.

Se ensayd ademds la extraccion con dcide tricloroacetico al 4%
a 4°C y con dcido acético 1 M a 80°C. Ninguno de estos procedimientos
condujo a la obtencidn de mejores resultados en relacion a la extrac-

cidn por calentamiento a 90°C en medio acuoso.
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9.- DETECCION DE COMPUESTOS ENDOGENOS QUE SE UNEN AL RECEPTOR DE

KAINATO.
[*H-ka  RECEPTOR COMPLEJO
DE KA (R) [*H] -kaer
74
/4
a 2 + «— >
74
4
74
Bl — D> <
- O @ + «—>
> <

andlogo estructural
que se une especifi_
camente al receptor.

Figura 2. SISTEMA DE DETECCION. Se incubaba una cantidad fija de mem-
branas sindpticas con una concentracidn dada de 3H-KA, determindndose
1a unidn total del compuesto a las membranas. En un experimento simi-
lar se agregaba ademds 104 M de kainato frio. La unidn especifica se
obtenfa por diferencia entre la unidn total y la radiactividad que
quedaba unida a las membranas en presencia de kainato frio (Ver ensa-
yo, 3.1). La deteccion de los compuestos enddgenos que se unen al re-
ceptor de kainato se hacia incubando el extracto de vesTculas sindp-
ticas con la misma cantidad de membranas y de 3H-KA usada en la
determinacidn de la unidnh especifica. La disminucidn de la unidn espe-
cifica de SH-KA a su receptor es funcioh de la concentracion de la
sustancia presente en las vesfculas sindpticas, que se une al receptor
de kainato. :
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10. FILTRACION DEL EXTRACTO DE VESICULAS SINAPTICAS EN GEL DE SEPHADEX
G-10. (Sefadex G-10).

El extracto EVS preparado por calentamiento a 90°C se frac-
ciond en una columna de Sefadex G-10 de 1,5 x 75 cm. El extracto de
corteza cerebral se mezcld con 3H-glutamato, el que sirvid como estdn-
dar interno para la localizacidén de este aminodcido. La muestra se
eluyd con agua bidestilada y filtrada, a un flujo constante de 1,2
ml/min, recogiéndose fracciones de 1,3 ml. Se midid la radiactividad
del 3 H-glutamato en alfcuotas de cada fraccion del eluido. De acuerdo
a este valor y a fin de concentrar el posible ligando endogeno, se
juntaron 2 o 3 fracciones, las que se liofilizaron y posteriormente
se resuspendieron en agua al momento de efectuar el ensayo de unidn
al receptor de kainato. La columna se calibrd previamente con azul

dextrano para determinar su volumen de exclusion (Vo).

11. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE UN EXTRACTO DE VESICULAS SINAPTICAS

E1 EVS de corteza cerebral, mezclado con 34 -glutamato, se
cromatografid por tres horas en placas cromatogrdficas de celulosa ,
usando una mezcla de n-butanol: dcido acé€tico: agua (65:10:25) como
solvente mdvil. La placa se secd a temperatura ambiente y la franja
donde se fracciond el extracto se cortd en trozos de 1 cm, los que se
eluyeron con 2 ml de agua por 3 h. Los eluidos se filtraron y en una
alicuota de cada uno de ellos se mididg la migracion la radiactividad
del glutamato. En el resto del eluido se midid la union de compuestos

enddgenos al receptor de kainato.
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12.ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE DE UN EXTRACTO DE VESICULAS
SINAPTICAS.

E1 EVS se fraccionaba por electroforesis de alto voltaje
(HVE) en papel Whatman 3 MM aplicando un voltaje de 28 V/cm por tiem-
pos variables y usando 3H-giu y 14C-asp como estandares internos. En
algunos experimentos se usd acido formico al 8%, pH 1,9, como solvente
movil y en otros amortiguador dcido ac€tico-acetato de amonio 2 M, pH
2,9. Al completarse la electroforesis el papel se secaba a temperatu-
ra ambiente y se cortaba en trozos de 1-2 cm. Cada trozo se elufa por
3 horas en 2 ml de agua estéril. En una alicuota del eluido se medTa
la radiactividad y en el resto se estudiaba la union de 1igandos endd-
genos a las membranas. Se comprobd que el 90% de la radiactividad de
los trozos de papel elufa en 2 horas, la extracidn no aumentaba en
tiempos mds largos y no se vidg diferencia si ella se efectuaba con

agua o con HC1 0,1 N.

13.CAPTACION DE GLUTAMATO POR VESICULAS SINAPTICAS.

Se prepararon vesiculas sindpticas de acuerdo al metodo de
Hata, la preparacidn se filtrd a traves de una columna de Sefarosa 4B
equilibrada con solucidn amortiguadora Tris- HC1 5 mM, sacarosa 0,32
M, pH 7,4, segin se describid anteriormente. Esta preparacion enri-
quecida en vesiculas sindpticas se utilizd para el estudio de capta-
cidn de acuerdo al procedimiento descrito por Naito y col. (1983).

La composicion de la mezcla de incubacion era 4 mM de MgSO4,
50 uM de glutamato, 1,7 umol de 14c_glutamato (500.000 cpm), 2 mM ATP
y 0,27 mg de protefna en un volumen final de 1 ml de amortiguador

Tris-HC1 5 mM, pH 7,4, con sacarosa 0,32M.
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Las vesiculas suspendidas en el amortiguador Tris-HC1 5 mM pH
7,4, con sacarosa 0;32 M se preincubaban por 2 min a 30°C y luego se
incubaban a diferentes tiempos en la mezcla A a la misma temperatura.
La reaccion se detenia por adicidn de KC1 0,15 M frio. EI contenido
de los tubos se filtraba a traves de filtros Millipore HAWP (25 mm
0,45 um) humedecidos previamente en KC1. Los filtros se lavaban tres
veces con 2,5 ml de KC1 frio, se secaban bajo una lampara infraroja y

se media la radiactividad retenida en ellos.

14.ENTRADA DE CALCIO A REBANADAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.

Las ratas se decapitaban, se extrala el cerebro y este se re-
cibfa en un medio fisioldgico semejante al 1fquide cefaloraguideo
cuya composicidn era: NaCl 124 mM, KC1 5 mM, KHpPO4 1,24 mM, CaClp 1
mM, MgClp 1,3 mM, NaHCO3 26 mM y glucosa 10 mM, pH 7,4. Este medio se
equilibraba durante todo el experimento con una mezcla gaseosa de oxi-
geno y 5% de COz.

Las rebanadas, obtenidas manualmente de acuerdo a la teécnica
de Mc Ilwain y Rodnight (1962) correspondientes a la parte mds externa
de la corteza y de un grosor aproximado de 350 pm, se dividian en 6
trozos, cada uno de Tlos cuales se transferia a un matraz Erlenmeyer
que contenia 0,7 ml de LCR.

Las rebanadas se preincubaban por 30 min a 37°C en un baiio
Dubnoff con agitacidn permanente de 90 ciclos por minuto. La reaccion
se iniciaba agﬁegando una mezcla de 0,37 pCi de 3y -inulina, 500.000
cpm de 45Ca y la droga en estudio en 0,3 ml de LCR. Al finalizar la
incubacidn se cogian las rebanadas con una espatula de acero inoxida-

ble, se escurria el medio de incubacion y se colocaban en un tubo con
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Figura 3, ENTRADA DE CALCIO A REBANADAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.

45Ca, y 3, = radiactividad en el medio de incubacidn. 45cay y 3Hy
radiactividad en el homogeneizado.
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1 ml de agua bidestilada. Se homogeneizaba el tejido en un homogenei-
zador de vidrio y en una alicuota de 0,5 ml se determinaba la cantidad
de protefna y la radiactividad de 45Ca y 3H por separado. Se media
también la radiactividad de 45Ca y 3H en 0,05 ml del medio de incuba-
cidn. La captacidn de calcio se determinaba por diferencia entre el
45Ca total de la rebanada y el 45¢a presente en el espacio extracelu-
lar dado por la inulina, que no penetra a la c€lula.

14.1. CALCULO: Ya que tanto el calcio como la inulina entran libremen-
te al espacio extracelular, la razon entre 45Ca y 3H en €ste serfa la
misma que existe en el medio de incubacion. La diferencia entre la
razon 45Ca:3H en el homogeneizado y en el medio corresponderia al cal-

cio que entrd a la c€lula (Fig 3).

15.HIDROLISIS ENZIMATICA Y ANALISIS DEL CONTENIDO DE AMINOACIDOS
LIBRES EN N-ACETILASPARTILGLUTAMATO.

Las membranas sindpticas de corteza cerebral, se suspendieron
en Tris-citrato 20 mM, pH 7,1 y se incubaron por 20 min a 4°C en pre-
sencia y ausencia de dcido N-acetilaspartilglutdamico. La reaccion se
detuvo con TCA al 50%. Las protefnas precipitadas se centrifugaban a
4°C por 20 min a 4000xg descartandose el precipitado. EI1 sobrenadante
se extrajo con eter etilico, se burbujed con Ny y se liofilizd. Este
residuo seco se disolvid en 0,5 ml de citrato de sodio 0,2 N pH.
3,28, inyectdndose 0,25 ml de solucidn en un analizador de aminodcidos
Beckmann 120 C de columna larga. Se usd una mezcla de 0,1 umoles de

treonina y 0,1 Pmoles de serina como estdndares de corrida.
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16. EFECTO DE N-ACETILASPARTILGLUTAMATO Y GLUTAMATO EN CEREBRO DE GATO
in vivo.

E1 estudio se realizd infundiendo las sustancias a traves de
una cdnula implantada estereotdxicamente en el cerebro del gato y de-
tectando su efecto mediante registro electroencefalogrdfico.

Se utilizaron dos gatos adultos a los cuales se controlaron
las reacciones pupilares, auditivas y conductuaies, antes y después de
la implantacidn de la cdnula. La operacion se efectud 7 dias antes de
iniciar los experimentos, anestesiando los animales con Nembutal (20
mg/kg de peso). La cdnula de acero inoxidable, 20 gauge y los elec-
trodos se colocaron en forma permanente en las estructuras deseadas de
acuerdo a las coordenadas del Atlas de Jasper y Ajmone-Marsan (1954),
confirmandose su ubicacidn mediante andlisis histoldgico después de
sacrificar al animal .

En uno de los gatos la cdnula se implantd en el hipocampo dor-
sal derecho y los electrodos se colocaron en hipocampo derecho, pulvi-
nar derecho y corteza parietal derecha. En el otro gato la cdnula se
colocd en el nucieo pulvinar derecho del tdlamo y los electrodos en
pulvinar izquierdo, hipocampo derecho, micleo caudado derecho y corte-
za derecha.

Las infusiones y registros se realizaron con el animal sin
anestesiar y desplazdndose 1ibremente por su jaula. Las drogas se

disolvieron el mismo dfa del experimento, en un medio N cuya compo-

k3

sicidn era: NaCl 140 mM; KC1 4 mM; MgCl2 1 mM; Ca Clp 1 mM; HEPES '

10 mM y glucosa 10 mM, pH 7,4.




La infusicn de 1 pl de medio N, que después de 10 min no pro-
dujo alteraciones pupilares, conductuales ni del EEG se considerd
como control electroencefalografico. Esta infusion de medio N se rea-
1izaba al comienzo de cada experimento. En cada sesidn se aplicaban
solamente tres inyecciones de 1 FI a cada gato para evitar el aumento
de la presion local de 17quido sobre el tejido.

La solucidn de glutamato se neutralizaba con NaOH por lo que
en los experimentos en que se infundfa este aminodcido el control se
realizaba agregando a la solucion N una cantidad de jones sodio equi-
valente a la usada en la neutralizacidn. Este Nat adicional no alte-

raba el EEG con respecto a 1a solucion N sin sodio

17. DETERMINACION DE PROTEINAS.
La concentracidn de protefhas se determinaba por el método de

Lowry y col. (1951), usando seroalbumina bovina como estdndar.




RESULTADOS

BUSQUEDA DE UNA SUSTANCIA ENDOGENA CONTENIDA EN VESICULAS SINAPTICAS
QUE SE UNA A RECEPTORES DE KAINATO Y N~METIL-D-ASPARTATO

Al comenzar esta tesis se desconocia el significado bioldgico
de los diferentes receptores de glutamato y la naturaleza de la sus-
tancia enddgena que se une a ellos. Se postuld que si esta sustancia
enddgena tenfa una funcidn neurotransmisora debia estar presente en el
terminal presindptico y concentrada en vesiculas como lo estd la mayor
parte de los transmisores cldsicos. Los estudios se realizaron a
partir de extractos de vesiculas sindpticas provenientes de diferentes
dreas del SNC.

Como sistema de deteccidn se usd la unidn de dcido 34-katnico
a membranas sindpticas. La estructura del dcido kainico comprende el
esqueleto del dcido glutdmico incorporado a un anillo rigido de cinco
atomos de carbono. Este compuesto se une selectivamente a membranas
sindpticas, es desplazado por glutamato y su union es saturable y de
alta afinidad.

La ventaja de usar 3H-Kainato en vez de 3H-glutamato reside
en que el kainato no es recaptado por el terminal sindptico y no es
metabolizado por la célula.

Basandose en la misma premisa, se trato de identificar la

sustancia enddgena que se une fisioldgicamente al receptor que une
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N-metil-D-aspartato, usando como sistema de deteccion Ja unidn de 3h-

NMDA a membranas sindpticas.

A. EFECTO DE GLUTAMATO, KAINATO Y ASPARTATO SOBRE LA UNION DE
34-KAINATO A SU RECEPTOR DE MEMBRANA.

A fin de determinar la especificidad del receptor de kainato
se estudid la competencia de 34-KA con kainato, glutamato y aspar-
tato no radiactivos (frios). Estos dos ultimos compuestos poseen pro-
piedades excitadoras y estdn relacionados estructuraimente con el
kainato.

Ltos resultados se muestran en la Fig 4, en que la disminu-
cidn de la unidn se expresa como porcentaje de un control. E1 100%
de este control corresponde a la unidn especifica de 34 —kainato, de-
terminada como la diferencia entre la unidn total y la obtenida cuando
la incubacion se realizaba en presencia de 10-4M de kainato frio. En
ge;era1 la unidn especifica representaba un 25-50 % de 1a unidn total.
Al centrifugar las membranas, para separar el kainato libre del que se
ha unido, es probable que quede una cantidad considerable de agua y
3H-KA atrapados en el sedimento, lo que podria explicar la magnitud de
1a unidn inespecifica.

Puede observarse que la unidn de kainato en el equilibrio es
saturable y que el numero de cuentas unidas al tejido es menor en pre-
sencia de 1a sustancia sin marca que en ausencia de ella. Lla diferen-
cia representa la cantidad de isétopo desplazado al competir con el

kainato no radiactivo e indica un ndmero limitado de sitios de unidn

' para kainato. La inhibicidn mdxima de Ta unidn de 34 -KA se produjo a
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Figura 4. A. UNION DE  ACIDO 3H-KAINICO A MEMBRANAS SINAPTICAS,
COMPETENCIA CON KAINATO Y GLUTAMATO FRIO. Las membranas sindpticas se
incubaron con SH-KA 40 nM (2.6 Ci/mmol) por 20 min a 4°C.

a) en ausencia de KA o glu b) en presencia de las concentraciones de
KA o glu que se indican en el grafico. Las condiciones del ensayo se
describen en Material y Métodos. Las determinaciones se hicieron por
triplicado y cada punto representa el promedio de los valores obteni-
dos. La unidn especifica del 3H -KA se expresa como el % de un con-
trol en que el 100% corresponde a la union total menos la union
inespecifica (ver me€todos). B. GRAFICO DE HILL. Al numero maximo de
receptores para kainato presentes en la membrana se le da el valor 1.
Ys es la fraccion de saturacion del receptor con la droga
(concentracion de la droga unida al receptor/concentracidn total de
receptores). 1-Ys corresponde a la fraccion de receptores libres pre-
sentes en la membrana (Riveros y Orrego, 1982).




una concentracidn 10-4 M de kainato, con 10-® M se obtuvo un 96% de
desplazamiento en relacign al control.

Los resultados obtenidos en el ensayo efectuado en presencia
de concentraciones crecientes de glutamato muestran que la afinidad de
este aminodcido por el receptor es menor que la de kainato. E1 aspar-
tato no produjo disminucion de la unidn de 3H-KA a ninguna de las
concentraciones ensayadas, por 1o que los valores obtenidos no se in-
cluyen en el grdfico.

€1 cdlculo, mediante andlisis grdfico, de las concentraciones
de compuesto necesarias para inhibir el 50% de la union especifica de
34-KA a membranas (ICgp), dio valores de 4 nM para kainato y 4 pM para
glutamato, es decir el kainato es 1000 veces mds potente que el gluta-
mato para desplazar la unidn del 3H-kainato de su receptor.

Al 1levar los datos a un grafico de Hill, se obtuvo un numero
de Hill (nH) de 0,58 para el KA y de 0,61 para el glutamato, lo que
podria indicar una cooperatividad negativa entre los sitios de union o
1a presencia de sitios de diferente afinidad por el iigando, 1o que
estaria de acuerdo con los datos aparecidos en la literatura en los

(1timos afios (ref. en Foster y Fagg, 1984).

B. ESTUDIO DE LA UNION DE 3H -N-METIL-D,L-ASPARTATO A SU RECEPTOR DE
MEMBRANA.

E]l receptor del dcido N-metil-D-aspdrtico (NMDA) se ha carac-
terizado electrofisiologicamente y mediaqte técnicas autoradiogrdficas
se ha establecido su distribucidn en distintas d&reas del SNC. Sin em-
bargo hasta el momento de realizar este estudio auin no se habifa des-

crito la unidn especifica de este compuesto a membranas sindpticas.
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Cuando se usaron membranas de corteza cerebral no se detecto
union especifica de 3H-NMA en ninguna de las condiciones de ensayo
que se indican en material y meétodos. En cambio al incubar el 3H-NMA
con membranas de médula espinal preparadas de acuerdo al mismo metodo,
se obtuvo un &esp]azamiento de la union del compuesto marcade en pre-
sencia de 1075 y 10-3 M de NMA frio. E1 desplazamiento con ambas con-
centraciones fu€ de 26 pmoles de NMA por mg de protefmna. La union
especifica correspondia a un 10% de la union total del ligando radiac-

tivo.

C. INHIBICION DE LA UNION DE 3H -KA A SU RECEPTOR POR UNA SUSTANCIA
CONTENIDA EN VESICULAS SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.

Las vesiculas sindpticas se preparaban de acuerdo al metodo
de Hata y col. (1976) y su contenido se extrata por calentamiento a
90°C. Al preincubar las membranas en presencia de cantidades crecien-
tes de EVS, entre 10 y 50 ffl, en las condiciones sefialadas para el es-
tudio de la unidn de ,3H-KA, se obtuvieron los resultados que se
muestran en la Fig 5. Se puede apreciar que mientras mayor era la

cantidad de EVS utilizada menor era la unidn especifica del 3H-kainato

D. SEPARACION Y CARACTERIZACION DEL COMPONENTE ENDOGENG QUE SE UNE
AL RECEPTOR DE ACIDO KAINICO.

FILTRACION POR COLUMNA DE SEFADEX G-10. EI EVS de corteza ce-
rebral se filtrd a traves de una columna de Sefadex G-10. Al analizar
| las fracciones que eluyen de la columna se obtuvieron los resultados

| que se muestran en la Fig. 6A. E1 mayor desplazamiento de la unicn de
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Figura 5. ACIDO 3H-KAINICO UNIDO A MEMBRANAS EN PRESENCIA DE UN EX-
TRACTO DE VESICULAS SINAPTICAS (EVS). E1 ensayo se efectud en las con-
diciones que se indican en la Fig.4 usando cantidades crecientes de
EVS en vez de los aminoacidos frios. E1 EVS se prepard como se indica
en Material y Métodos. Diez pl de EVS contenfan 65 ug de protefnas y
provenian de 4,2 mg de tejido huimedo de corteza cerebral. Las deter-
minaciones se hicieron por triplicado y los puntos corresponden a va-
lores promedio t el error estdndar de la media (Riveros y Orrego,
1982).




34 -KA se consiguid con las fracciones en que aparecen componentes de
bajo peso molecular, en un pico coincidente con la aparicion de 34 -
glu. Puede observarse un segundo pico que contiene una sustancia que
interfiere con la unidn de 3H-KA, esta sustancia tendria un peso mo-
lecular menor que el glutamato y podria corresponder a sales presentes
en la preparacidon las que se ha descrito que alteran la unidn de kai-

nato {Foster y Fagg, 1984).

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA: El1 EVS proveniente de corteza
cerebral se cromatografid en hojas de celulosa. Lluego de correr 1la

muestra, se secd la placa a temperatura ambiente. La “franja " corres-
pondiente al fraccionamiento del extracto se cortd en trozos de 1 cm ,
los que se eluyeron con agua. En una alicuota de los eluidos se de-
terming la radiactividad y en el resto se midié la union de ligandos
enddgenos para el receptor de kainato.

Los resultados se muestran en la Fig. 6B, de ellos puede de-
ducirse la presencia de un ligando que produce desplazamiento del

34-KA unido al receptor cuya migracidn coincide con la del dacido glu~-

tdmico usado como marcador.

ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE. a) EN ACIDO FORMICO AL 8%,
pH 1,9. El extracto de vesTculas sindpticas obtenide por calentamien-
to a 90°C se sometid a una electroforesis de alto voitaje en papel
usando como solucidn de corrida dcido formico al 8%, pH 1,9. La elec-
troforesis se corrid por 30 min con un voitaje de 28 V/cm. La muestra
migrd desde el polo positivo al negativo. Al finalizar la corrida se
secd el papel y se cortd en trozos, 1os que se eluyeron con agua este-

ril. En una alicuota de cada fraccidn se determind la radiactividad
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Figura 6. FRACCIONAMIENTO DE SUSTANCIAS ENDOGENAS QUE SE UNEN AL RECEP-
TOR DE KAINATO CONTENIDAS EN UN EXTRACTO DE VESICULAS SINAPTICAS
(EVS) DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA. E1 EVS se obtuvo como se indica en
Material y Métodos. Previo al fraccionamiento, el EVS se mezcld con
una cantidad de 3H-glu no detectable mediante el radioensayo, pero que
permitid una localizacidn precisa del aminodcido. A. Filtracidn de
EVS proveniente de 1,4 g de tejido humedo, a través de una columna de
Sefadex G-10 de 1,5 x 75 cm. Se eluyd con agua a una velocidad de 1,2
ml/min y se recogieron fracciones de 1,3 m! cada una. Se midid la ra-
diactividad de cada fraccidn para detectar la salida del glutamato y
se mezclaron 2-3 fracciones a fin de concentrar la posible sustancia en-
dogena activa. Las fracciones mezcladas se liofilizaron y guardaron
en frio hasta el momento de efectuar el ensayo de desplazamiento de la
unidn de SH-KA a membranas.

B. Cromatografia en placas de celulosa (TLC) de un extracto
proveniente de 1 g de tejido humedo. La muestra se corrid por 3 h so-
bre placas de celulosa usando una mezcla de n-butanol: dcido acetico y
agua (65:10:25 v/v ) como solvente de corrida. Las placas se secaron
y cortaron en trozos de 1 cm los que se eluyeron con 2 ml de agua es-
teéril durante 3 h. Los eluidos se filtraron y en el sobrenadante se
midid la radiactividad del glutamato y el efecto de ellos sobre la
unién de SH-KA a membranas. La presencia de sustancias enddgenas que
se unen al receptor de_kainato se muestra como un desplazamiento de la
union especifica del 3H-KA, expresado como un porcentaje del control
(o), cada punto corresponde a _mediciones efectuadas por triplicado.
(o), migracidn del estandar de 3 H-glu.
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del 3H-glu y del 1l4C-asp y en el resto del elufdo la capacidad para
desplazar la unioh de kainato.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 7A. Puede
observarse que hay un solo pico de material enddgeno capaz de despla-
zar al kainato, el mdximo desplazamiento se Togrd con el eluido co-
rrespondiente a las fracciones donde aparecia el maximo de radiacti-
vidad. En estas condiciones no se consiguid una buena separacion
entre glutamato y aspartato.

b) EN SOLUCION DE ACIDO ACETICO Y ACETATO 2M, pH 2,9. EI
EVS se aplicd en el papel junto al lécoasp y el 34 -glu. La muestra
se corrid por 90 minutos aplicando un voltaje de 28 V/cm. 3Se procedig
de l1a misma forma que para la electroforesis en dcido formico. Los
resultados se muestran en la Fig. 7B, sefialandose el origen y la pola-
ridad de 1a corrida. Puede observarse que en estas condiciones expe-
rimentales se obtiene una clara separacion de aspartato y glutamato.
Las fracciones que producen mayor desplazamiento de la union de kaina-
to coinciden con las que aparece el mdximo de radiactividad de 3H-g1u.

Los resultados obtenidos por fraccionamiento del extracto de
vesiculas sindpticas de corteza cerebral mediante tres procedimientos
basados en diferentes principios fi;icoqufhicos, sugieren que el uni-
co componente enddgeno presente en la fraccidn vesicular y que compite
con el kainato en su union a membranas, es el glutamato.

Al preparar extractos de vesTculas sindpticas de cuerpo es-
triado, hipotdiame y cerebelo j someterlos a electroforesis de alto
voltaje usando amortiguador acetato en las condiciones descritas, se
obtuvieron resultados similares a los del fraccionamiento del extracto

de corteza cerebral ( Fig 8 ).
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Figura 7A. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE DE UN EXTRACTO DE VESICULAS
‘ SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA. Leyenda en la pagina sub-
siguiente.
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Figura 7. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE DE UN EXTRACTO DE VESICULAS
SINAPTICAS (EVS) DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA. E1 EVS {150 u1 prove-
nientes de 0,6 g de tejido humedo ) se fracciond por electroforesis de
alto voltaje (28 V/cm ) en papel Whatman 3MM.

A. usando como solucidn de corrida dcido fdormico al 8%,
pH 1,9 por 30 min (0-0) unidn especifica de SH-KA.

B. usando como solucion de corrida acetato 2M pH 2,9 durante
90 min (o0-0) unidn especifica de 3H-KA.

En ambos casos se colocd lic-asp y 3H-glu como marcadores
internos de la migracidn de estos aminodcidos.E1 origen corresponde al
0 y la polaridad de corrida fue la que se indica. Al término de la
electroforesis se secd el papel a temperatura ambiente y se corto en
trozos de 1-2 cm. Cada trozo se eluyd por 2 h en 2 ml de agua esteril.
Se midid la radiactividad del eluido y se ensayd su efecto sobre la
unidh de 3H-KA. La presencia de sustancias enddgenas que se unen al
geceptor de kainato se muestra como una inhibicidn de la unidn de
H-KA y se expresa como % del control.
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En todos los casos las fracciones que produjeron el mayor des~
plazamiento de la unidn de kainato coincidieron con aquellas en que
aparece el mdximo de radiactividad de 3H-glutamato.

E1 contenido de glutamato en las vesiculas provenientes de
las regiones estudiadas se estimd a partir de la curva de desplaza-
miento del 3H-KA por glutamato que se muestra en la Figura 4 . Los va-
lores obtenidos se muestran en la Tabla 2.

E1 extracto de vesiculas de hipocampo no produjo desplaza-
miento de la unidn de 3H -KA a su receptor. Tampoco se observd efecto
al ensayar un extracto de vesiculas de médula espinal. E1 que no se
hayan encontrado sustancias enddgenas que se unan al receptor de KA en
estas areas puede deberse a que la concentracion del aminodcido en
ellas no sea lo suficientemente alta como para ser detectada por el
método usado, considerando que la afinidad del receptor es mucho menor

para glutamato que para kainato.

E. PURIFICACION PARCIAL DE VESICULAS SINAPTICAS Y DETERMINACION DE
GLUTAMATO EN ELLAS.

La ruptura de los sinaptosomas, mediante tratamiento con so-
lucién hipoosmdtica para liberar las vesfculas sindpticas, puede ori-
ginar un resellamiento de trozos de la membrana plasmatica y generar
vesTculas de tamaiio variable que pueden atrapar sustancias presentes
en el citosol. Muchas de estas membranas reselladas tienen un tamafio
semejante al de las vesfculas sindpticas 1o que hace dificil la sepa-
racidn de ambas. En la bisqueda de ligandos enddgenos para el recep-

tor de kainato contenidos en vesiculas sindpticas, la presencia de
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vesiculas de membrana resellada que pudieran atrapar glutamato
citoplasmatico u otra sustancia que se una a este receptor constituye
una importante fuente de error.

Dado el alto contenido de glutamato en las c€lulas nerviosas,
parecid importante separar tanto las vesiculas sindpticas como las
vesTculas formadas por membrana resellada, del glutamato citoplasmati-
co libre.

La preparacidn de vesTculas sindpticas de corteza cerebral se
filtrd a traves de Sefarosa 4B, cuyo 1imite de exclusidn es de 3-4 x
106 Dalton. Las vesiculas sindpticas no debieran ser retenidas en la
columna, lo mismo que las vesfculas de membrana resellada de un tama-
fio mayor que el 1imite de exclusion del gel, en cambio si lo serfan
las particulas de menor tamafio y el glutamato citoplasmdatico.

Las vesiculas de corteza cerebral a las que se agrego
34-glutamato se hicieron pasar por una columna de Sefarosa 4B. En
todas las fracciones se midid la radiactividad de 3H-g]u y la
absorbancia a 280 nm. Las fracciones ricas en vesiculas sindpticas,
que eran las que tenfTan mayor absorbancia y que coincidian con aque-
11as en que salia la 3H-noradrenalina usada como marcador (no se mues-
tra), se calentaban y luego se centrifugaban a alta velocidad. Los
sobrenadantes de las fracciones se agrupaban de acuerdo a los valores
de radiactividad y absorbancia y se liofilizaban a fin de concentrar
el componente activo enddgeno.

VESICULAS PREPARADAS POR EL METODO DE HATA. Se aplicd a la
columna una suspensidn de vesfculas de corteza cerebral, a la cual se

se agregd previamente el 3H-g1u para detectar la aparicion de
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Figura 9. FILTRACION DE VESICULAS SINAPTICAS POR SEFAROSA 4B. Las ve-
sfculas sindpticas (800 pl provenientes de 1,6 g de tejido) preparadas
por el método de Hata y mezcladas con 3H-glu se filtraron por una co-
lumna de Sefarosa 48 de 13 x 1,1 cm. La columna se eluyd con amorti-
guador Tris-HC1 10mM pH 7,4 y sacarosa 50 mM con un flujo de 0,25
ml/min, colectdndose fracciones de 0,6 ml. El volumen de exclucion se
determing con azul dextrano. En todas las fracciones se midid la ra-
diactividad del 3H-glu ( o ) y la absorbancia a 280 nm (e), cuyo maxi-
mo corresponde a la fraccidn en que salen las vesfculas. De acuerdo a
estos valores se agruparon 3-5 fracciones ,como lo indica el ancho de
las barras , las que se calentaron por 7 min a 90°C y una vez frias se
centrifugaron a 100.000 x g por 30 min. Los sobrenadantes se liofili=
zaron y se suspendieron en un pequefio volumen de amortiguador Tris-
citrato 0,05 M pH 7,4, para efectuar el ensayo de union de kainato.
E1 glutamato endogeno se detectaba por su capacidad para inhibir la
unidn de 3H-KA a su receptor de membrana (Riveros y col., 1986).

o0—o0 [BH]- GLU (cpmx |05 )




glutamato libre en los eluidos. Los resultados se muestran en la Fig
9, en la que puede observarse que las vesiculas sindpticas aparecen
concentradas en las primeras fracciones del eluido, como se desprende
de los valores de absorbancia a 280 nm. E1 glutamato libre, en cambio,
es retardado en la columna. La unidn especifica de kainato disminuye
en un 93% en presencia de los eluidos que contienen las vesiculas y
en un 43% en presencia de aquellos en que aparece el glutamato libre.
Estos valores referidos a la curva de desplazamiento de kai-
nato por glutamato (Fig 4) equivaldrian a 350 nmoles de glutamato en
Jas primeras fracciones y a 15,3 nmoles en las que aparece el aminod-
cido libre, valores expresados por g de tejido humedo. En esta prepa-
racién habia 23 veces mds glutamato contenido en vesiculas que

glutamato libre.

VESICULAS PREPARADAS POR EL METODO DE SEIDLER. Esta prepara-
¢idn de vesiculas sindpticas de corteza cerebral se fracciond en una
columna de Sefarosa 4B. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig
10, en la que puede observarse que no hay desplazamiento significati-
vo de la unidn de KA por los sobrenadantes provenientes de las frac-
ciones que contienen las vesiculas. Se observd una inhibicidn del
ligamen por las fracciones que elufan tardiamente de la columna y que

contienen glutamato libre. Estas fracciones producen un 83% de inhibi-

cién de la unidn de kainato, lo que corresponderia a 330 nmoles de’

glutamato/g de tejido humedo.
Este método, que es mds rdpido que el de Hata, incluye una

homogeneizacidn, en homogeneizador de vidrio de lumen estrecho, la que
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Figura 10. FILTRACION DE VESICULAS SINAPTICAS POR SEFAROSA 4B. Las ve-
sfculas sindpticas (800 pl provenientes de 1,5 g de corteza cerebral )
preparadas por el metodo de Seidler y mezcladas con 3H-g1u, se frac-
cionaron en una columna de Sefarosa 4B de 13 x 1,1 cm. Se usd amorti-
guador fosfato de potasio 130mM pH 7,4, para equilibrar la columna y
para correr la muestra. Las condiciones experimentales fueron las mis-
mas que se sefalan en la figura anterior.




podria provocar ruptura de las vesfculas sindpticas y asT explicar el
que en la fraccion vesicular no se detecte ningun componente que des-
place la union de kainato.

Para cuantificar el grado de contaminacion del contenido de
las vesiculas sindpticas con componentes citoplasmaticos incluidos en
membranas reselladas, se prepararon vesTculas sindpticas por el metodo
de Hata, agregando 2 uCi de 3H-glu (3x106 cpm) en el medio de homoge-
neizacidn. Este glutamato marcado, presente durante toda la prepara-
cidn, debiera ser atrapado por las vesfculas formadas por
resellamiento de las membranas del mismo modo que el glutamato libre
presente en el tejido. Las vesTculas sindpticas obtenidas se fraccio-
naron en la columna de Sefarosa 4B, en las condiciones sefialadas ante-
riormente para la purificacidn parcial de vesfculas sindpticas. Se
midid la absorbancia a 280 nm, la concentracicon de proteinas y la ra-
diactividad de cada fraccion del eluido de la columna.

De acuerdo al contenido de proteinas, la recuperacion de las
vesculas sindpticas fu€ prdcticamente total. Se observd que la frac-
cidn particulada contenia un 0,1% del aminodcido tritiado agregado al
medio de homogeneizacidn. Esto indicarfa que hay una cierta contami-
nacion de la preparacidn con sustancias solubles citoplasmaticas
atrapadas en vesiculas de membrana resellada. Si el contenido de glu-
tamato en corteza es de alrededor de 10 nmoles por gramo de tejido hu-
medo (Benjamin y Quastel, 1972), en la fraccion particulada se tendria
un 3,5% del total. Ya que el 0,1% del 3H-g1utamato agregado aparece

en la fraccidn particulada y que toda la radiactividad proviene del
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glutamato atrapado en membranas reselladas, un 2,86% del aminoacido en

la fraccicn corresponderia a contaminacidn citoplasmatica.

F. CAPTACION DE GLUTAMATC POR VESICULAS SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL
DE RATA.

En general se sabe muy poco de la captacicon de aminodcidos
por vesfculas sindpticas. Recientemente Naito y Ueda (1983) han es-
tablecide que el proceso difiere del que existe en los sinaptosomas
en cuanto a su dependencia de Na®, ATP y temperatura.

Ya gque en las vesiculas sindpticas solo detectamos glutamato
como ligando para el receptor de kainato, parecTa interesante esta-
blecer si la presencia del aminodcido correspondia a un problema de
difusion o era el resultado de un transporte activo que podria reafir-
mar su rol como neurotransmisor.

Se investigd la funcionalidad de las vesiculas sindpticas en
relacidn a su capacidad para captar glutamato. Las vesiculas prepara-
das de acuerdo al método de Hata, se purificaron parcialmente por fil-
tracion en columna de Sefarosa 4B y se incubaron a diferentes tiempos
en presencia de ATP y a 30°C, obteniéndose los valores que se muestran
en la Fig 11.

La captacion de glutamato fue dependiente de ATP y tempera-
tura. Tanto la incubacidn de las vesiculas a 4°C a diferentes tiem-
pos. como los ensayos hechos en ausencia de ATP no se tradujeron en

incorporacion’ de glutamato.
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GLUTAMATO CAPTADO (pmol/mg proteina)

TIEMPO (min)

Figura 11. CAPTACION DE GLUTAMATO POR VESICULAS SINAPTICAS. Las vesT-
culas sindpticas (0,27 mg de protefnas) preparadas por el metodo de
Hata y purificadas parcialmente por filtracidn en columna de Sefarosa
4B, se incubaron por los tiempos que se indican en (o) medio completo
con ATP, a 30°C; (&) medio completo sin ATP, a 30°C; (o) medio comple-
to, a 4°C. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo sefialado en
los metodos. Los valores correspoden a pmoles de glutamato incorpora-

dos por mg de protefha.
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ENTRADA DE CALCIO A CORTES DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA, in vitro.

Se ha descrito que la estimulacion eléctrica de la fimbria del
hipocampo de rata produce una despolarizacidn de los somas de las c€-
lulas piramidales, acompafiada de un aumento de la actividad (concen-
tracidn efectiva) del potasio extracelular y una disminucidn de la
actividad del calcio extracelular. La variacion maxima de actividad
de los iones coincide con el maximo de despolarizacién neuronal
(Heinemann y Pumain, 1980).

Ya que la estimulacidn quimica de neuronas de cerebro de rata
por glutamato aumenta la entrada de calcio a la c€lula (Harvey y Mc
Ilwain, 1968; Cooke y Robinson, 1971) y con el fin de establecer si
todas las sustancias excitadoras producen este fendmeno, se montd un
sistema de bioensayo para medir la accidn de compuestos excitadores
sobre la entrada de calcio al espacio intracelular de rebanadas de
corteza cerebral de rata.

Se analizd el efecto de aminodcidos excitadores tales como
kainato, N-metil-D,L-aspartato, glutamato, homocisteato e ibotenato,
sobre la entrada de calcio a la c€lula . La estructura de estos amino-

dcidos excitadores se muestra al comienzo de la tesis .

A. EFECTO DE KAINATO SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO. Los cortes de corte-
za se incubaron por tiempos variables en un medio A que contenia 34-
inulina, 45Ca y una concentracidn 5 mM de kainato. Al finalizar la
incubacidn el tejido se homogeneizd en agua. En una alicuota del ho-
mogeneizado se midid la radiactividad de cada isdtopo y en otra la

concentracidn de proteinas. Se determind también la radiactividad en
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el medio de incubacion y con estos valores se calculd la entrada de
calcio a la c€lula de acuerdo a lo sefialado en Métodos y en la Fig 3.

En la Fig 12 puede observarse que el kainato 5 mM produjo un
gran aumento de la velocidad de entrada de 45Ca en relacidn a un con-
trol incubado en las mismas condiciones experimentales, pero en ausen-
cia de la droga. Este aumento de la velocidad inicial fue de aproxi-
madamente tres veces a los 5 min. La entrada de calcio alcanzd un
equilibrio a los 10 min tanto en presencia de kainato como en el con-
trol obteniéndose un nivel de calcio dos veces mayor en presencia de
la droga.

Cuando las rebanadas se preincubaron por 30 min a 37°C antes
de agregar la droga y el 45ca, se obtuvieron resultados semejantes a

los descritos pero se redujo sustancialmente la captacidn basal de

calcio.

B. EFECTO DE GLUTAMATO Y HOMOCISTEATO. En la Fig 13 se muestra el in-
cremento en la velocidad inicial de entrada de calcio a los cortes al
incubarlos a diferentes tiempos con cada sustancia por separado, en
las condiciones sefialadas para el estudio del efecto de kainato. En
estos casos se observa un efecto menor que el de kainato a tiempos
cortos. A los 5 min la velocidad inicial es aproximadamente dos veces
mayor que el control. En los tiempos en que se efectuaron los ensayos
no se alcanzd el equilibrio. A Tos 20 min de incubacion el nivel de

calcio es cercano al que se obtuvo incubando con kainato.
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CAPTACION DE *3Ca (nmol/mg proteina}

0 10 20
TIEMPO ( min)

Figura 12. EFECTO DE KAINATO SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO A CORTES DE
CORTEZA CEREBRAL. Los experimentos se realizaron como se describe en
métodos, en ausencia (o) y en presencia de kainato 5 mM (e). E1 expe-
rimento sin kainato representa la entrada de calcio en condiciones ba-
sales. El1 nimero de experimentos realizados se indica entre parente-
sis (* pe0,01; ** pc0,001, en relacion al control sin kainato).
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0 10 20
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Figura 13. EFECTO DE GLUTAMATO Y HOMOCISTEATO SOBRE LA ENTRADA DE CAL-
CI0. Los experimentos se realizaron como se describe en metodos usando
una solucion 5mM de glutamato ( @ ) o de homocisteato ( a ). ( o)
control en ausencia de aminodcido.
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C. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AMINOACIDOS EXCITADORES SOBRE LA
ENTRADA DE CALCIO.

Se ha observado que un gran numero de derivados y andlogos de
glutamato y aspartato, que poseen propiedades excitadoras sobre neu-
ronas centrales de vertebrados, producen destruccion celular. E1 me-
canismo mediante el cual ocurre esta destruccidn no se conoce y se
pensd que tal vez el aumento transitorio en el flujo de Calt pudiese
estar relacionado con este fendmeno de toxicidad.

En la tabla 3 se muestra el efecto de diferentes concentra-
ciones de N-metil-D,L-aspartato, kainato, L-glutamato, D,L-homocis-
teato e ibotenato sobre la captacidn de 45Ca en 5 min. En cada serie
de experimentos se hicieron los controles correspondientes incubando
fos cortes en una solucidn con 45ca y 3y - inulina, en ausencia de
aminodcido. La entrada de 45Ca en estas condiciones, alrededor de 10
nmoles/mg de proteina, se considerd como un 100% y todos los valores
obtenidos por incubacidn de los cortes en presencia de los compuestos
en estudio se expresaron como porcentaje de este control.

Todas las sustancias ensayadas, aminodcidos que tienen efecto
excitador del! sistema nervioso central, inducen aumentos significati-
vos en la captacion de 45Ca por el tejido.

E1 compuesto mds potente fu€ el ibotenato que indujo un au-
mento significativo en la entrada de calcio a una concentracion de 6,3
PM' E1 NMA, aunque menos activo que el ibotenato, produjo estimulacion
a una concentracidn 10 veces menor que la necesaria para observar el
efecto de los otros compuestos ensayados. Ambos compuestos actudn so-

bre los receptores de glutamato que unen NMDA. Se analizd el efecto
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TABLA 3

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AMINOACIDOS ACIDOS Y ANALOGOS
SOBRE LA CAPTACION DE 45Ca.

Captacion de
Sustancia Concentracion calcio N p
(% de control)

N-Metil-DL-Aspartato 16,50 uM 96,4 t

7,9 4 .

50,00 uM 136,6 t 12,2 4 a.

100,00 uM 185,9 ¢ 4,3 4 b.

330,00 uM 179,1 t 4,8 3 b.

1,00 mM 156,0 £ 4,0 3 b.
Kainato 10,00 uM 92,6 £ 10,1 10 N.S.
0,62 mM 149,9 t 10,1 13 b.

1,25 mM 163,5 ¢ 10,9 11 b

2,50 mM 163,2 t 6,7 3 b

5,00 mM 158,7 t 10,6 9 b

L-Glutamato 0,62 mM 163,1 t 12,0 6 b.
1,25 mM 179,2 £ 13,0 6 b.

5,00 mM 189,0 t 11,1 6 b.

D,L-Homocisteato 0,62 mM 131,22 t 9,0 6 C

1,25 mM 160,9 t 3,5 5 b

2,50 mM 154,7 t 5,0 6 b

Ibotenato 6,30 uM 135,6 £ 4,3 3 o
19,00 uM 152,6 £ 9,6 3 a.

56,90 uM 195,9 £ 8,6 3 b.

170,60 uM 181,3 £ 4,5 3 b.

N-Acetil-L-Aspartato 1,25 mM 76,7 t 4,6 3 b

2,50 mM 81,1 t 3,7 3 b

5,00 mM 75,9 t 4.8 3 b
o\ -Metil-D,L-Aspartato 1,25 mM 93,7 t 6,7 4 N.S.
5,00 mM 114,0 £ 12,1 3 N.S.

Los cortes se incubaron con diferentes concentraciones de aminodcidos
por 5 min en las condiciones descritas en metodos. La entrada de Ca a
los cortes incubados en ausencia de estos compuestos, alrededor de 10
nmoles/mg de proteina en 5 min, se considerd como un 100%. Los valores
obtenidos al incubar en presencia de los aminodcidos se expresan como
porcentaje de este control. (a: p«0.01, b: p<0.001, c: p<0.02; NS: no
significativo; N: numero de experimentos)(Berdichesvky y col, 1983).
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de dos compuestos derivados de aspartato, que no poseen accidn excita-
dora ni neurotoxica, sobre la entrada de -caicio a las rebanadas de
corteza cerebral. En la Tabla 3 se muestra la captacidn de calcio
luego de una incubacion de los cortes por b min, con diferentes con-
centraciones de N-acetilaspartato yo{~metil -D,L-aspartato. Puede ob~-
servarse que estos compuestos no producen estimulacidn de la entrada
de calcio. E1 N-acetilaspartato, compuesto que estd presente en altas
concentraciones en el cerebro produjo, por el contrario, una inhibi-
cioh de la entrada de calcio de alrededor de un 20% .

De estos resultados se desprende que el efecto excitador
del glutamato y algunos andlogos neurotdxicos se acompafia de un aumen-
to del influjo de calcio a la c€lula, el que es proporcional a la con-
centracidn de droga. Los compuestos que no poseen accidn excitadora
ni neurotdxica no incrementan la entrada de calcio. Por lo tanto, el
aumento de la concentracidn de Ca2t intracelular podria constituir el

efecto unificador de la accidn tdxica de los compuestos excitadores.

D. CARACTERIZACION DE LA ENTRADA DE CALCIO ASOCIADA A LA ACTIVACICN
DE RECEPTORES PARA AMINOACIDOS EXCITADORES.

E1 aumento de la velocidad inicial de entrada de calcio produ-
cida por NMA, glutamato y sus andlogos podria ser el equivalente bio-
quimico de la activacion de canales de calcio observada en estudios
electrofisioldgicos. Para caracterizar esta entrada de calcio se es-
tudid su sensibilidad frente a diferentes inhibidores de canales idni-
cos. No existen inhibidores muy especificos de canales de ca]éio,

pero en membranas excitables estos canales son bloqueados por calt y

74




Co?* e inhibidos por dihidropiridinas como la nifedipina y otras
(Akerman y Nicholls, 1983; Reuter, 1983).

La caracterizacidn se orientd fundamentalmente hacia el meca-
nismo de entrada de 45Ca estimulado por NMA ya que como se sefiald
anteriormente, estos receptores serfan los que se activan preferente-
mente en la preparacion de corteza usada en estos estudios.

a. EFECTO DE IONES CADMIO Y COBALTO. Se ensayo el efecto de
Col* y Cd2* por separado, sobre la estimulacidn de la entrada de cal-
cio producida por NMA. Los cortes se incubaron a diferentes tiempos en
el medio de incubacidn con 45Ca e 3H-inulina en ausencia y presencia
de NMA para tener el control y la estimulacion de la entrada de Ca en
las nuevas condiciones experimentales y luego en presencia de Colt ¢
Cd2* con y sin NMA. Los resultados se muestran en la Fig. 14. La in
cubacidn de los cortes en presencia de Cd2* redujo la estimulacicon de
la entrada de calcio inducida por NMA a un nivel cercano al de la en-
trada basal. Cuando el ensayo se hizo en ausencia de NMA se observo
que el Cd2t por si solo no afectaba la entrada de calcio (no se
muestra). Algo similar ocurrid en los experimentos realizados en pre-
sencia de Co2* , este ion no afecta la entrada basal de calcio pero
bloguea completamente la estimulacion por NMA.

b. EFECTO DE NIFEDIPINA. Los resultados que se muestran en
la Fig. 15 corresponden a la captacion de calcio estimulada por NMA en
presencia y ausencia de nifedipina (NF). Las curvas obtenidas al incu-
bar los cortes en presencia de NMA y de NMA md@s NF no son estadfstica-

mente diferentes. La NF por si sola indujo un gran incremento de la

75



CAPTACION DE *3Co(nmol/mq proteina)
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0 10 20
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Figura 14. EFECTO DE LOS IONES COBALTO Y CADMIO SOBRE LA ENTRADA DE
CALCIO ESTIMULADA POR NMA. Los cortes de corteza cerebral de rata se
incubaron por tiempos variables en un medio cuya composicion era NaCl
142 mM, KC1 5 mM, MgClp 1,3 mM, CaClp 1 mM en Tris-HC1 20 mM pH 7,4,
glucosa 10 mM, saturado con 0z puro. Se usaron concentraciones de
CoClp y CdCip 3 mM y NMA 150 uM . E1 procedimiento experimental se in-
dicaen metodos. (@ ) NMA ; (@ ) NMA + Cd2*; (&) NMA + Co?*; (o)
control en ausencia de NMA, CoZ* y Cd2+. E1 Col* y Cd2* por si solos
no afectan la entrada basal de calcio (Riveros y Orrego, 1986).
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CAPTACION DE *3Co{nmol/mg proteina)

20
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Figura 15, EFECTO DE NMA Y NIFEDIPINA SOBRE EL CURSO TEMPORAL DE LA
CAPTACION DE CALCIO. Los cortes se preincubaron en LCR artificial por
30 min y luego se agregaron 45 ca, 3H-inulina, NMA 150pM y/o la NF
1uM (tiempo 0). Los experimentos con NF se hicieron en pieza oscura y
con los matraces cubiertos con papel de aluminio .{ o ) control en au-
sencia de NF y/o NMA. (& ) en presencia de NF 1uM .( ® ) en presencia
de NMA 150 uM. ( = ) en presencia de NMA 150 uM y NF 1 pM. E1 numero
de experimentos se indica entre parentesis (Riveros y Orrego, 1986}).
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velocidad inicial de entrada de calcic que resultd ser 2 veces mayor
que el control a los 5 min de incubacion.

Estos resultados sugieren que la nifedipina no serfa capaz de
reducir la estimulacidn de la entrada de Ca?t jnducida por NMDA en
corteza, a diferencia del efecto que se ha descrito que tiene sobre
los canales de calcio en misculo liso y corazon (Miller y Freedman,

1984).

EFECTO DE TETRODOTOXINA. Se ha descrito que el KA, el gluta-
mato y el NMA producen aumento de 1a entrada de Nat a la célula. En
este sistema de rebanadas de corteza se ha observado que al incubar
los cortes en presencia de Z2Na, 14C -inulina y kainato se induce un
gran aumento en la velocidad inicial de entrada de 22Na a 1a celula,
en relacidh a la entrada del idn en ausencia de KA (Berdichevsky y
col., 1983).

Se tratd de establecer una relacich entre la entrada de Ca2t
y la despolarizacion producida fundamentalmente por entrada de Nats ya
que se ha descrito que en neuronas de gato, in vivo, la despolariza-
cidn producida por NMA parece estar asociada a la entrada de sodio por
un canal dependiente de voltaje e insensible a tetrodotoxina
(Heinemann y Pumain, 1981).

Se investigd el efecto de TTX, blogueador de canales de so-
dio, sobre 1a entrada de calcio estimulada por NMA. En la Fig 16 se
muestran las curvas obtenidas en las condiciones experimentales des-

critas. Puede observarse que la estimulacion de la entrada de calcio

por NMA no fu€ modificada por TTX luego de 5 min de incubacidn,
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Figura 16. EFECTO DE TETRODOTOXINA SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO ESTIMU-
LADA POR NMA. Los cortes se incubaron por tiempos definidos en LCR con
TTX 1 uM en ausencia de NMA (o ) y con TTX 1 uM en presencia de NMA
150 uM (A ) segun se indica en métodos. Los resultados con NMA + TTX
no fueron estadisticamente diferentes de los obtenidos de la incuba-
cion con NMA sdlo(e) ;(o)control. ( * p<0,02 ; ** p<0.001, en rela-
cidén al control), (Riveros y Orrego, 1986).
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obteniéndose una diferencia solamente a los 20 min la cual no fué
estadisticamente significativa. Cuando se realizd la incubacidn con
TTX en ausencia de NMA, a los 5 min se produjo un aumento significati-
vo de la velocidad de entrada de calcic con respecto al control. Esta
estimulacion fu€ menor que la producida por NMA en el mismo lapso de
tiempo.

Estos experimentos sugieren que la entrada de calcio estimu-
lada por glutamato y sus andlogos seria a través de canales de calcio
dependientes de voltaje, insensibles a nifedipina. Estos canales se
abrirfan en respuesta a la despolarizacidn del terminal sindptico por

entrada de sodio a traves de canales insensibles & TTX.

E. EFECTO DE SUSTANCIAS INHIBIDORAS Y DEPRESORAS DEL SNC SOBRE LA
ENTRADA DE CALCIO ESTIMULADA POR AMINOACIDOS EXCITADORES.

Ya que la activacidn de receptores por aminodcidos dcidos
1leva a excitacidn neuronal, se estudid si sustancias enddgenas inhi-
bidoras como el dcido ¥ -amino butirico y la adenosina y compuestos
depresores como el etanol, el pentobarbital y la morfina, que inter-
fieren con el fendmeno de excitacidn neuronal y con los flujos de cal-
cio en diferentes sistemas, eran capaces de modificar el efecto de
compuestos excitadores .

a. EFECTO DE ACIDOX\-AMINO BUTIRICO (GABA). Las rebanadas se
incubaron con diferentes.concentraciones de GABA en presencia y ausen-
cia de NMA. Los valores obtenidos de la incubacion en.presencia de

diferentes concentraciones de GABA y en ausencia de NMA, muestran un
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Figura 17. ACCION DE GABA SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO. Los cortes se
incubaron por 10 min con las concentraciones de GABA que se muestran
en presencia de 150 uM de NMA { O ) o en ausencia de NMA (o ). Llos
valores obtenidos con GABA + NMA son significativamente menores gue
los obtenidos por incubacion con NMA sdlo (* p<0,02; ** p< 0,001)
mientras que los resultantes de la incubacidn con GABA solo no difie-
ren de Jos obtenidos con GABA y NMA. Las condiciones de trabajo son
las sefialadas en los metodos (Riveros y Orrego, 1986).
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aumento significativo de la captacion de calcio en relacion al con-
trol. Cuando las rebanadas se incubaron en presencia de NMA y GABA,
la entrada de 45Ca estimulada por NMA disminuyd a un nivel semejante
al que se obtuvo cuando el estudio se hizo en presencia de GABA solo
(Fig. 17).

b. EFECTO DE ADENOSINA. Los cortes se incubaron con diferen-
tes concentraciones de adenosina en presencia y ausencia de NMA. Los
resultados se muestran en la Fig 18. La adenosina al interactuar con
su receptor produce inhibicidn de neuronas corticales, sin embargo no
tuvo efecto sobre los canales de calcio activados por NMA. No se ob-
servaron variaciones en el flujo de calcio cuando se incubaron los
cortes con adenosina sola.

c. EFECTO DE ETANOL. Se estudid el efecto de etanol sobre el
flujo de calcio estimulado por glu, NMA y KA. En la Fig 19A se mues-
tra el efecto de etanol en cortes incubados a diferentes tiempos en
presencia de NMA. En la Fig 19B aparecen los resultados obtenidos de
la incubacidn en presencia de glutamato. En la Fig 20 se ilustran los
resultados obtenidos de la incubacion de los cortes, en presencia de
KA o de NMA por separado, usando concentraciones de etanol entre 3 y
100 mM.

Puede observarse que el etanol no produjo inhibicion de la
entrada de calcio estimulada por ninguno de los tres aminodcidos.

d. EFECTO DE PENTOBARBITAL. Se incubaron los cortes con pento-
barbital en concentraciones entre 1072 y 10-3M, en presencia y ausen-
cia de NMA, los resultados se muestran en la Fig 21. Puede observarse

gue el pentobarbital por si solo no modifica la entrada de calcio en
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Figura 18. ADENOSINA Y ENTRADA DE CALCIO . Los cortes se incubaron por
10 min con las concentraciones de adenosina que se indican, en presen-
cia de 150 puM de NMA ( o ) o en ausencia de NMA ( o ). Las condicio-
nes de trabajo se sefialan en métodos.
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Figura 19A. EFECTO DE ETANOL SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO ACTIVADA POR
NMA. Los cortes se incubaron por diferentes tiempos con NMA 150 uM en
presencia de etanol (EtOH ) 0,1 M (3 ) y en ausencia de el (o ).
Las condiciones experimentales se describen en métodos (Riveros vy

Orrego, 1986).




Figura 19B.
GLUTAMATO.

CAPTACION DE *3Ca (nmol/mgq/proteina)
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0! | | |
0 10 20
TIEMPO (min)

EFECTO DE ETANOL SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO ACTIVADA POR
Los cortes se incubaron por diferentes tiempos con glu
5 mM en presencia de etanol 0,1 M (o ) y en ausencia de €1 ( o ).
Las condiciones experimentales se describen en metodos.
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Figura 20. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ETANOL SOBRE LA EN-
TRADA DE CALCIO ESTIMULADA POR NMA o KA . Todes los valores correspon-
den a mediciones efectuadas a los 3 min de incubacién . En la ordenada
se muestra la entrada de calcio en un experimento control, en ausencia
de etanol y aminodcidos (e ) y los valores en presencia de NMA 150
M (o )y KA 2,5 mM (m) en ausencia y en presencia de distintas
concentraciones de etanol. Las condiciones experimentales se descri-
ben en meétodos.




—_ i ] 1
[« ]
c
®
2 N _
. NMA
o
(12)
~§ """ (6) (6)
£ 20 (6) .
S
=]
Q
<
" " _
O
z (8) - NMA
© (10) (8)
O (8)
f_t lO;‘ =
o /
Lo |
& 0! /j/i { 1 |
0 107> Tond 1073

PENTOBARBITAL [M]

Figura 21. PENTOBARBITAL Y ENTRADA DE CALCIO. Los cortes se incubaron
por_10 min con pentobarbital sddico en concentraciones entre 10-5 y
10-3 M en ausencia de NMA ( & ) y en presencia de NMA 100 puM ( © ).
E1 ndmero de experimentos se indica entre parentesis. Las condiciones
empleadas se indican en metodos.
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relacidn al contro! ni tampoco interfiere en la estimulacidn produ-
cida por NMA.

e. EFECTO DE MORFINA. Al incubar los cortes por 10 min con mor-
fina 0.2 mM en presencia y ausencia de NMA, no se observd efecto sobre
la entrada de calcio. La droga por si sola no modificd el flujo basal
de calcio y en presencia de NMA no alterd la estimulacion producida

por el aminodcido.

ESTUDIO DEL POSIBLE EFECTO EXCITADOR DEL N-ACETILASPARTILGLUTAMATO

EN DIFERENTES PREPARACIONES DE CEREBRO, in vivo e in vitro .

El gcido N-acetilaspartilglutdmico (NAAG) es un dipéptido que
ce encuentra en alta concentracion en el cerebro. Este compuesto des-
plaza al L-3H-glutamato de su unidn a membranas y produce convulsio-
nes cuando se infunde estereotdxicamente en hipocampo de rata, por lo
que se considerd la posibilidad de que fuese el neurotransmisor exci-
tador que se une al receptor de kainato.

Se estudiG e] efecto de NAAG sobre la unidn de 3H-KA a mem-
branas de corteza cerebral de rata y posteriormente su efecto excita-
dor tanto in vitro en cortes de corteza cerebral de rata, como in

vivo mediante infusidn estereotdxica de la droga en cerebro de gato.

EFECTO DE NAAG SOBRE LA UNION DE 3H-KA A MEMBRANAS.

Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 4.
Puede observarse que solamente hubo desplazamiento significativo de
kainato a una concentracidn 103 M de NAAG, concentracidn muy alta co-

mo para atribuirle un valor fisioldgico.
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TABLA 4

EFECTO DE N-ACETILASPARTILGLUTAMATO SOBRE LA UNION ESPECIFICA DE
3H-KAINATO A MEMBRANAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.

NAAG ( M ) Union especifica de 34 KA
( 9 del control ) N
10-6 100,0 t 8,3 (7)
1075 97,3 £ 9,9 (7)
10-4 84,3 t 8,7 (7)
10-3 42,8 £ 5,7 (7)

Se incubaron membranas sindpticas con 20 nM de G-3H-KA a 4°C
por 20 min en ausencia de otro compuesto y en las mismas condiciones
sefialadas en la figura 4. Se determind el desplazamiento de la unidn
de 3H-KA en presencia de 0,1 mM de KA frio (control) o de diferentes
concentraciones de NAAG. La solucidn de NAAG se preparaba en el momen-
to de usarla y se neutralizaba con NaOH. Los resultados se expresan
como un % de la unidn especifica del control. N representa el nimero
de experimentos (Riveros y Orrego, 1984)}.




Ya que las membranas que se usaron en estos experimentos de
unidn son preparaciones bastante crudas, se estudid la posibilidad de
que el desplazamiento de la union de kainato pudiera deberse a
glutamato generado por hidrdlisis enzimatica de NAAG. Al pasar una
muestra de NAAG a traves de un analizador de aminodcidos, en las con-
diciones descritas en los métodos, no se encontrd glutamato libre. De
igual modo se midid el contenido de glutamato y aspartato libre en
membranas sindpticas de corteza, incubadas en las mismas condiciones
en que se hizo el estudio de unidn de kainato, en ausencia o en pre-
sencia de 27,3 nmoles de NAAG .

En el extracto acido proveniente de la incubacidn sin NAAG se
detectaron 18,5 nmoles de acido aspartico y 23 nmoles de dcido glutd-
mico como contaminantes de la preparacion de membranas. Cuando la in-
cubacidn se realizd en presencia de NAAG se observo que en el extracto
se mantenia la concentracion de dacido aspartico 1ibre, 20,4 nmoles, en
cambio la de glutamato aumentaba a 76,3 nmoles. Estos resultados se
muestran en la Fig. 22, el registro corresponde a un andlisis corrido
hasta la aparicidn del glutamato en la columna. A partir de estos da-
tos puede deducirse que el NAAG probablemente fu€ hidrolizado por al-
guna enzima presente en la preparacion, estimandose la hidrdlisis en
un 0,2% del péptido agregado inicialmente.

De acuerdo a estos valores y considerando la magnitud de la
hidrglisis, en un experimento en que se incuban las membranas con
una solucidn 1 mM en NAAG podria producirse una concentracion 2/uM de
glutamato libre en el medio de ensayo. Esta concentracion de glutama-

to referida a los estudios preliminares de desplazamiento de kainato
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A MEMBRANAS SINAPTICAS B.MEMBRANAS + NAAG.
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Figura 22 . MEDICION DE ACIDO ASPARTICO Y GLUTAMICO LIBRES EN MEMBRA-
NAS SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL INCUBADAS CON o SIN NAAG.
A. Las membranas correspondientes a 11,5 mg de proteTnas se incubaron
en 5 ml de amortiguador Tris-citrato pH 7,1, por 20 min a 4°C. La
reaccidn se detuvo con TCA al 50% y se procedid como se indica en me-
todos. B. Se procedié como en A pero se incluyeron 27,3 pmoles de
NAAG durante la incubacidn. En ambos casos la muestra se corrid hasta
la aparicidn de glutamato (Riveros y Orrego, 1984).
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por este aminodcido, debiera producir una inhibicidn del 41,4% de la
union de kainato.

La hidrdlisis de NAAG y la liberacidn de glutamato son fendme-
nos que proceden durante la jncubacion y es muy posible por lo tanto
gue no se alcance un equilibrio pero, en cualquier caso, la inhibicidn
producida por NAAG 1 mM podria explicarse en gran parte por 1a hidro-

1isis del dipéptido.

EFECTG DE NAAG SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO A REBANADAS DE CORTEZA
CEREBRAL DE RATA.

Dado que al NAAG se le atribuye un efecto excitador sobre el
sistema nervioso central y que los aminodcidos excitadores aumentan
el flujo de 25Ca en cortes de corteza cerebral de rata, se ensayd el
efecto de NAAG sobre este sistema. Los resultados se muestran en Ta
Fig.23. Puede observarse que el dipéptido por si solo no modifica el
flujo de 45ca.

Pensando que la accidn excitadora descrita para el NAAG po-
drTa no ser un efecto directo de la droga sino una potenciacion de la
activacion producida por glutamato, se hizo un experimento en que se
agregaban simultdneamente 1,25 mM de NAAG y una concentracion submdxi-
ma de glutamato (0,5 mM). En este caso tampoco se observd una dife-
rencia entre la curva de estimulacidn por glutamato y la obtenida por
incubacidn con ambas drogas, por 1o que se descartd la posibilidad de

un sinergismo entre ellas.

EFECTO DE NAAG Y ACIDO GLUTAMICO EN CEREBRO DE GATO, in vivo. Se ha

descrito que la inyeccidn de NAAG en hipocampo de rata produce
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Figura 23. INFLUENCIA DEL NAAG SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO A CORTES DE

CORTEZA CEREBRAL DE RATA.
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convulsiones (Zaczek y col., 1983). Se pensd que esta manipulacidn po-
dria romper el tejido liberando enzimas que podrian hidrolizar el di-
péptido in situ, de manera andloga a 1o observado en la incubacion de
&ste con la preparacidn de membranas. E1 producto de esta hidrdlisis
podria ser el responsable de la excitacion neuronal.

Se estudid esta posibilidad mediante la infusidon de la droga
a traves de una cdnula implantada en forma permanente en diferentes
dreas de cerebro de gato. Esta implantacidn crdnica, despues de un
cierto periodo de recuperacion del animal, permite mejores condiciones
para e] estudio del efecto de la droga. Estos experimentos se reali-
zaron en dos gatos en que las cdnulas y los electrodos se implantaron
en diferentes zonas del cerebro que reciben aferencias excitadoras
(Ver métodos).

En el gato en que la cdnula se implantd en el hipocampo, la
inyeccidn de 10 y 100 ug de NAAG no produjo cambios en la actividad
eléctrica de hipocampo, pulvinar ni corteza, durante un periodo de re=-
gistro de 30 min. La infusidn de 70 ug de glutamato de sodio (0,5 M,
pH 7,2) produjo una activacidh inmediata detectada en el electroence-
falograma. FE1 efecto se observd especialmente en el hipocampo, donde
aparecieron ondas de mayor frecuencia y amplitud en relacion al con-
trol. En pulvinar y corteza se vid un efecto de menor magnitud. La
activacidn duraba 5,2 min. en promedio y luego la actividad eléctrica
de estas estructuras se normalizaba. Estos experimentos se hicieron 9
veces, obteniéndose resultados muy claros en 6 de ellos. En el mismo
animal se ensayd la infusidn de una mezcla de 1000 ug de NAAG y 70 ug

de glutamato. En 4 de 7 experimentos se detectd activacién de las
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estructuras cerebrales, no observdndose ningun efecto en los 3 restan-

tes. La activacidn en este caso duraba 2,7 min.

Los resultados se muestran en las fig 24A y 24B en que apare-
cen los registros electroencefalograficos efectuados luego de infundir
glutamato y glutamato mds NAAG, incluyéndose el registro control que
se obtenfa por infusioh de 1 ml de Ta solucidn fisioldgica en que se
disolvian las drogas. No se incluye el registro obtenido en presencia
de NAAG solo, pero este era prdcticamente idéntico al registro control.

En el sequndo animal en que la cdnula se jmplantd en el nu-
cleo pulvinar derecho del tdlamo, el glutamato activd el EEG por 45 s
y fu€ inactivo en una segunda aplicacion efectuada 9 dias después. La
infusion de la mezcla de NAAG y glutamato fué inactiva en ambas opor-
tunidades al igual que la infusidn de 10 y 100 ug de NAAG. En ningun
experimento se observaron cambios conductuales en los animales, luego
de 1a aplicacidon de las drogas.

Dos semanas despu€s de finalizar estos experimenios se infun-
dieron a traveés de la cdnula 5, 10 y 20 ug de carbacol en diferentes
sesiones, en todos los casos se produjeron intensas crisis epilépti-
cas, lo que demuestra que las estructuras no estaban dafiadas por la
implantacion de la cdnula y eran muy sensibles a otras drogas.
Posteriormente se realizd un exdmen histoldgico del cerebro de estos
animales y se verificd que la inyecciones se habian realizado en las
dreas deseadas.

De estos experimentos con NAAG in vivo e in vitro podemos de~

ducir que el dipéptido no tiene efecto excitador por si solo y no

potencia ni antagoniza el efecto de L-glutamato.

95




96

$ ¢

-

*2juatnbLsqns eu

-16ed ua epuakal *OALA UL “01y9 30 0dWVIOdIH NI OLVWVLINTO 30 NOIJDIANI AV 006
V1 ¥0d 0012000¥d 019343 130 0J14V¥90TV¥43INI 0d1S193¥ °VpZ ednbid

i N i Pl W Wi AWy kb Ml e ¥ Z3 1800
1.?....;1?{2 (\52 , \$§€§ r_(??&f\; Ny w,.,}>§/§.}. 3{.;{1 A JOUIA|INg

, _‘{?J }é_.r.{ !,.5 “ OdWVDOdIH

OLVWVYLINTO TOHLINOD




97

s £

*ajuainb)s eulfed ua

epuafa *OALA UL ‘Yivd 30 OdWYOOdIH N3 DYYN A OLYWYLNTO 30 NOIJOIANI
¥l 40d 0GIJNC0Yd 012343 7130 0D14vuD0TV430NI OULSI9AY  *d9pg ednbld

g ™y [t P o P A by PTRAS y 791 50D

NOIE W AT %Lﬁ?ssf}\??if?:‘}a d %ﬂ{ﬁéﬁiﬁ.{ﬁ_} 10WAINg

,.33,1 }. ¥ ?}31 _.}3,_,? J}QJ{,} r-!_,z .,; r } f Jj } } ?_ ,., 1 .,{ OdWVDOdIH

._

OVVN + OLVAVLNATO TOH INOD




Figura 24A y 24B. REGISTRO ENCEFALOGRAFICO DEL EFECTO PRODUCIDO POR LA
INYECCION DE GLUTAMATO Y NAAG EN HIPOCAMPO DE GATO, in vivo. El ani-
mal se prepard como se indica en Material y Metodos. Las drogas se
disolvieron en el medio fisioldgico N y se administraron al animal me-
diante una canula implantada en el hipocampo. Los registros efectua-
dos en 1las zonas que se indican corresponden al efecto de:

A. inyeccidnh de 1 pl de medio fisioldgico mds 70 ug de
glutamato (0,5 M,pH 7,2) .

B. inyeccidn de 1 yl de medio fisioldgico mds 70 ug de
glutamato y 100 ug de NAAG. En ambos casos se incluye un registro

control que se obtuvo por infusicn de 1 pul de solucidn N.
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DISCUSION

BUSQUEDA DE LA SUSTANCIA ENDOGENA EXCITADORA QUE SE UNE A 10S
RECEPTORES DE GLUTAMATO EN EL SNC.

La caracterizacidn de una sustancia enddgena que en el SNC se
una a los mismos receptores que el glutamato y el aspartato reviste
gran interés, considerando su posible papel como neurotransmisor exci-
tador y por la relacidn que pudiera existir entre la alteracion de
su metabolismo y la etiologfa de ciertas enfermedades neurodegenera-
tivas en el hombre.

Al inicio de esta tesis, a pesar de los numerosos trabajos
que sugerian que el glutamato y el aspartato eran transmisores nervio-
sos en ciertas vias especificas del SNC, no parecia tan claro que am-
bos compuestos, tan abundantes Y ampliamente distribuidos en el
organismo y con funciones metabglicas tan importantes, pudiesen ademds
estar implicados en la transmisidn sindptica. '

Los estudios electrofisioldgicos mostraban la existencia de
receptores que unian glutamato y andlogos del aminodcido tales como
kainato, quiscualato y N-metilaspartato. Estos compuestos poseen pro-
piedades excitadoras sobre el SNC y se pensd que los sitios de union
de ellos a membranas sindpticas podrian unir también al transmisor na-
tural que actva fisioldgicamente a este nivel. Si asT fuera, el trans-

misor natural debiera desplazar al kainato, al quiscualato o al
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N-metilaspartato unidos a sus receptores especificos en la membrana.

A. UNION DE 3H -KAINATO A MEMBRANAS.

La unidn de 3H -kainato a su receptor estd bien caracteri-
zada y se ha descrito como saturable y de alta afinidad. En este tra-
bajo de tesis se usd este sistema de union del 34 -KA a membranas para
1a deteccion de la sustancia enddgena activa buscada.

Gran parte de los experimentos se realizaron usando prepara-
ciones frescas de membrana ya que los receptores se inactivaban en un
50% cuando se almacenaban durante Ta noche a -20°C. Esta inestabili-
dad del receptor, sumada a la baja sensibilidad del métode, constitu-
y& un problema serio al comienzo de este trabajo. Los mejores resul=-
tados, en cuanto a la magnitud de la union especifica del Tigando y a
1a estabilizacidn del receptor, se obtuvieron sonicando las membranas
luego del tratamiento hipoosmotico contemplado en la preparacion de
ellas y almacendndolas posteriormente como polvo 1iofilizado a -20° C.

Las caracteristicas generales de 1a unidn de 34 <KA 2 1a pre-
paracion de membranas sinaptosomales de corteza cerebral de rata,
coincidieron plenamente con las descritas por Simon y col. (1976).
La unidh especifica de 3H-KA representaba un 25-50% de la unidn total,
valores semejantes a los descritos por estos autores en corteza cere-
bral. La especificidad farmacologica del receptor, que presenta una
afinidad mil veces mayor por kainato que por glutamato y no posee afi-
nidad por aspartato, coincidid con lo descrito en la literatura. Los
valores de IC5g para glutamato y kainato fueron de 4 pM y 4 nM respec-
tivamente. Los que aparecen en diferentes estudios del receptor de

kainato fluctdan entre 0,7 y Z‘PM para glutamato y 19 y 72 nM para
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kainato (Foster y Roberts, 1978; Simon y col., 1976; London y Coyle,
1979).

Tanto para la unidn de glutamato como para la de kainato al re-
ceptor de kainato se obtuvo un nimero de Hill (ny) cercano a 0,6.
Este valor podria representar la existencia de mds de un sitio de
unidn con distinta afinidad para cada sustancia o la presencia de dos
sitios de unidn para la misma sustancia que interactuarfan entre sT
con cooperatividad negativa. Actualmente se acepta la existencia de
varios tipos de sitios de unidn de glutamato que unen kainato con dis-
tinta afinidad (ref. en Foster y Fagg, 1984; Fagg y col., 1986).

La inactivacidn del receptor de kainato por tratamiento con
Tritdn X-100 coincidid con lo descrito por London y Coyle (1979),

quienes trataron las membranas con desoxicolato.

B. UNION DE 3H -N-METIL-D,L-ASPARTATO A MEMBRANAS.

En estudios electrofisioldgicos, farmacoldgicos y autoradio-
grdficos se ha mostrado la existencia de receptores que unen NMA en
zonas especificas del SNC (Monaghan y col., 1983; ref. en Fagg y col.,
1986). En esta tesis no se logrd caracterizar este receptor en los
té€rminos que se hizo con el de kainato. Se analizd la union de
3H-NMA en diversas condiciones de ensayo, utilizando membranas prove-
nientes de distintas regiones del cerebro y tambi€n una preparacion
de membranas de medula espinal, detectdndose unidn especifica del 1i-
gando Unicamente con esta ultima preparacion.

La unidn especifica del NMA al receptor de me€dula, aunque re-
producible en varios experimentos, nunca superd a un 10% de la unicn

total.
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Sobre la base de este resultado se descartd la idea inicial de
utilizar este sistema para la deteccion del compuesto que interectua-
ria fisioldgicamente con el receptor de NMDA, ya que en el SNC es pro-
bable que esta sustancia enddgena est€ en una concentracion muy baja.

Se ha observado que la union de NMA al receptor de membrana es
muy selectiva pero de baja afinidad, siendo por lo menos 10 veces me-

9

nor que la del L-glutamato y prdcticamente la misma que :a del L-
aspartato (Olverman y col., 1984). Esto explicaria en parte la
dificultad que presentd realizar el estudio propuesto.

Foster y Fagg, en una revisidn de! afio 1984 comentan la
existencia de un sdlo trabajo, publicado como resumen de una presenta-

¢cién a congreso en el que se describe la unidn de 3H-NMA a membranas.

Los resultados que alli aparecen no han podido reproducirse.

La unidn de NMA a membranas de médula obtenida en este traba-
jo de tesis constituye, hasta el momento, e! unico resultado positivo

en cuanto a la unidn del compuesto a este receptor.

C. ACIDO N-ACETILASPARTILGLUTAMICO COMO POSIBLE SUSTANCIA ENDOGENA QUE
SE UNE AL RECEPTOR QUE UNE KAINATO Y GLUTAMATO.

Los trabajos orientados a demostrar la participacion del N-
acetilaspartilglutamato (NAAG), en la neurotransmisidn excitadora en
el SNC, muestran que este compuesto se une especificamente a membranas
de cerebro de rata (Zaczek y col., 1983; Blakely y col., 1986), pre-
senta distribucidn regional (Curatolo y col., 1965), posee caracteris-
ticas farmacoldgicas similares a aquellas del neurotransmisor

excitador enddgeno que opera en el tracto olfatorio lateral y
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produce convulsiones al ser infundido en hipocampo de rata.

A1 estudiar la unidn de NAAG a membranas de cerebro de rata,
Zaczek y col. (1983), determinan que una concentracion 10 uM de NAAG,
purificado por HPLC (cromatografia 1iquida de alta presion), produce
un desplazamiento del 55% del 3H~glutamato unido a receptores mesence-
fdlicos.

En los experimentos de esta tesis en que se investigd el
efecto de concentraciones crecientes de NAAG sobre la unidn de 3H-KA a
membranas de corteza cerebral de rata, pudo observarse un desplaza-
miento significativo de esta unich solamente cuando se usaron altas
concentraciones del péptide (1 mM), lo que resta valor a los resulta-
dos en el contexto de un proceso fisioldgico normal. En estos experi-
mentos se usd una preparacion de membranas sinaptosomales bastante
cruda por lo que se considerd la posibilidad de que en ella hubiesen
peptidasas que podrian hidrolizar el NAAG, generando glutamato y que
este podria competir con el kainato por el receptor. Previo control
de la pureza del NAAG en cuanto a su contaminacion con glutamato y as-
partato, se determind la concentracion de estos aminodcidos en extrac-
tos provenientes de la jncubacidn de las membranas en presencia y
ausencia de NAAG, en las mismas condiciones usadas para el estudio de
unidn de kainato. Se observd que la concentracion de aspartato libre
era la misma en ambos casos, en cambio, la de glutamato aumentaba 3 a
4 veces cuando se incubaba en presencia de NAAG. La magnitud de la
hidrdlisis se estimd en un 0.2% del NAAG agregado inicialmente, por To
que con una concentracion 1 mM podria generarse suficiente glutamato

en el medio como para producir el desplazamiento de la unidn de kaina-

to observado.
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Recientemente, el grupo de Coyle ha estudiado la captacion si-
naptosomal del NAAG como posible mecanismo especifico de término de la
sefial transmitida por el péptido (Blakely y col., 1986). Al incubar una
preparacidn sinaptosomal en presencia del NAAG marcado en el N-acetilo
no observan radiactividad en el sinaptosoma, a diferencia del resulta-
do que obtienen cuando incuban con el peptido marcado en el glutamato.
Manteniendo su hipdtesis en relacidn a la funcicn neurotransmisora del
NAAG, los autores proponen la existencia de una peptidasa acoplada al
sistema de transporte de glutamato, la cual hidrolizarTa al compuesto
generando glutamato, el que serfa rapidamente captado por el terminal
presindptico mediante un proceso dependiente de Na*, temperatura y
tiempo. Por el momento no hay suficiente apoyo experimental para esta
proposicion, pero queda clara la existencia de peptidasas asociadas de
alguna forma al terminal sindptico, el producto de cuya accion puede
llevar a interpretaciones errdneas en relacidn al papel fisioldgico
del NAAG.

En cuanto a la capacidad convulsivante del NAAG que ellos
describen, la inyeccidn directa del péptido en el hipocampo podria da-
fiar el tejido y esto traducirse en la liberacidn de peptidasas que au-
mentarfan la concentracion local de glutamato. E1 producto de la
hidrdlisis podria ser el responsable de la excitacion neuronal obser-
vada y explicarfa el largo tiempo de latencia, que transcurre entre la
administracidn de la droga y la aparicion del efecto que ellos obser-
van.

Los experimentos que se muestran en esta tesis se realizaron

en animales a los que se implantd la cdnula en forma permanente, una

104




semana antes de administrarles la droga, a fin de permitir la recupe-
racidn del tejido dafiado.

En esta condiciones la aplicacion de 10 y 100 ug de NAAG en
el hipocampo no produjo cambios conductuales en los animales ni tampo-
co variaciones en la actividad eléctrica de! hipocampo, del pulvinar
ni de la corteza durante un periodo de registro de 30 min. La infu-
sidn de 70 ug de glutamato de sodio, en cambio, produjo una activacidn
inmediata. La administracidn simultdnea del glutamato y del péptido
no produjo potenciacién ni disminucidn del efecto de! aminodcido.

De acuerdo a experimentos previos, que son parte de este
trabajo y a datos de la literatura que muestran la estimulacidn del
flujo de calcio por accidn de los aminodcidos excitadores, se ensayc
el efecto de! NAAG, presunto neurotransmisor excitador, sobre la en-
trada de Cal* a cortes de corteza cerebral de rata. E1 péptido no mo-
dificd el flujo de calcio ni potencid el efecto estimulador produci-
do por el glutamato.

De estos estudios realizados con NAAG administrado in vivo e
in vitro podemos deducir que el dipéptido no tiene efecto excitador
y no potencia ni antagoniza el efecto del L-glutamato. E1 efecto ob-
servado por el grupo de Coyle se deberia fundamentalmente al aumento
local de la concentracidn de glutamato generado por hidrdlisis enzima-
tica de! compuesto.

Baud y Fagg (1986), en un trabajo reciente, estudian el efec-
to de dipéptidos que contienen glutamato'sobre la unidn de aminodci-
dos excitatador a receptores de membrana y determinan, mediante el
uso de inhibidores de peptidasas, que el efecto que observan no se de-
be al péptido mismo sino al L-glutamato liberado por accion enzimati-

Ca.
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Existen otros datos que estarian en contra de la participa-
cidn del NAAG en la neurotransmision. ET1 compuesto estd presente en
gran cantidad en cerebro de conejo, pero su concentracion es mayor en
la sustancia blanca que en la sustancia gris. En el cerebro humano el
contenido del dipéptido es semejante en sustancia blanca y en sustan-
cia gris, pero no existe diferencia regional de este contenido en dis-
tintas dareas cerebrales. En cuy la concentracicn de NAAEG no varia
durante el desarrollo del animal desde el estado fetal al estado adul-
to, a pesar del enorme aumento en la densidad de terminales sindpti-
cos. Por tltimo, la localizacion celular del NAAG en el compartimento
citoplasmatico soluble no corresponde a la establecida para la mayoria
de los neuropéptidos, los que se encuentran concentrados en vesTculas

sindpticas (Reichelt y Fonnun, 1969 ; Miyake y col., 1981).

D. PRESENCIA DE UNA SUSTANCIA CONTENIDA EN VESICULAS SINAPTICAS QUE SE
UNE AL MISMO RECEPTOR QUE EL KAINATO.

La bisqueda del neurotransmisor que se une al receptor de
kainato se inicid en un extracto de vesiculas sindpticas, puesto que
todos los neurotransmisores bien caracterizados en el SNC, tales como
la dopamina, acetilcolina, noradrenalina y muchos neuropeptidos, estdn
almacenados en vesiculas que los concentran y protegen de la degrada-
cion enzimdtica.

En la mayor parte de los trabajos en que se ha determinado
el contenido de aminodcidos y péptidos en vesiculas sindpticas, €stas
se han preparado de acuerdo al métodc de Whittaker y col., (1964), que
consiste bdsicamente en una combinacidn de centrifugécidh diferencial

con centrifugacidn a través de un gradiente de concentracion de
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sacarosa. Las preparaciones, al ser observadas por microscopfa elec-
trdnica, presentan una poblacion mds o menos homogenea de vesiculas,
de un tamafio semejante al descrito para las vesiculas sindpticas. En
estas preparaciones se han detectado vesTculas formadas por membrana
plasmdtica resellada, Tas que por tener un tamafio semejante al de las
vesTculas sindpticas son diffciles de separar de ellas. Los metodos
que incluyen numerosas centrifugaciones y lavados provocan generaimen-
te el vaciamiento de las vesfculas e invariablemenie se ha observado
que a mayor pureza de la preparacion menor o nulo es el contenido de
aminodcidos en ellas.
La mayor parte de los experimentos que se muestran en esta

tesis se realizaron con vesiculas obtenidas por el metodo de Hata y
col., (1976) que es mds rdpido gue otros descritos en la literatura,
1o que parece crucial para disminuir el vaciamiento del contenido ve-
sicular. Aunque esta preparacion de vesiculas tenfa un grado de con-
taminacidn apreciable con membrana citoplasmdtica resellada, los
resultados obtenidos con ella, en relacion al ligando buscado, son
plenamente coincidentes con los que se lograron posteriormente con una
preparacidn altamente purificada (Riveros y col., 1986).

Considerando que los neurotransmisores clasicos son moléculas
simples de peso molecular de alrededor de 200 y que muchas sustancias
propuestas como neurotransmisores son péptidos, 1a extraccidn del con-
tenido de las vesfculas se realizg por calentamiento de ellas a 90°C
por 7 min en medio acuoso, condiciones en que se altera la estructura
de 1a membrana plasmatica, precipitan las proteThas y quedan los pepti-

dos y sustancias de bajo peso molecular en solucion.
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E1 extracto asT obtenido contenia una sustancia que fu€ capaz
de desplazar la unicdn de 3H-KA en forma especifica, siendo este despla-
zamiento proporcional a la cantidad de extracto utilizado.

Existe por lo tanto una sustancia dentro de las vesiculas

que es capaz de unirse al mismo receptor que une kainato.

E. CARACTERIZACION DE LA SUSTANCIA ACTIVA PRESENTE EN VESICULAS
SINAPTICAS.

La caracterizacion preliminar de la sustancia presente en ve-
sfculas sindpticas y que desplaza al kainato unido a su receptor se
realizd fraccionando el extracto a traveés de una columna de Sefadex
G-10, por cromatografia en capa fina y por electroforesis de alto vol-
taje en papel.

Se observd que el compuesto activo tenTa un peso molecular
bajo, ya que era retardado en la columna de Sefadex G-10 que excluye
las molé€culas de peso molecular mayor que 700 Da. EI compuesto coe-
lufa con el glutamato radiactivo usado como marcador interno.

En el caso de la electroforesis, mediante el uso de solucio-
nes de distinta composicidn y pH, se consiguid separar el aspartato del
glutamato, observandose que la fraccion activa del extracto comigraba
con este ultimo aminodcido.

Los resultados del fraccionamiento del extracto por cromato-
graffa en capa fina fueron semejantes a los obtenidos mediante las
otras dos técnicas.

Esto indicarfa que el unico componente enddgeno activo conte-
nido en vesiculas sindpticas y que se une al receptor de kainato pre-

sente en membranas de corteza cerebral de rata es el d@cido glutamico.

108




Este trabajo fue el primero en mostrar la presencia de canti-
dades sustanciales de glutamato en vesiculas sindpticas y representa

un fuerte apoyo a su papel como neurctransmisor.

F. PURIFICACION PARCIAL DE LAS VESICULAS SINAPTICAS.

A fin de purificar las vesiculas sindpticas preparadas por el
método de Hata, se fracciond 1la preparacion en una columna de
Sefarosa 4 B. Las vesfculas sindpticas elufan en el volumen vacio,
junto a las vesiculas de membranas reselladas. La presencia de vesi-
culas sindpticas en las fracciones que coincidfan con las de mayor
concentracidn de proteimas, se detectaba por 1a aparicidn de 3H-Nor-
adrenalina cuando las vesiculas se marcaban previamente con el com-
puesto radiactivo.

El contenido de glutamato en la fraccion particulada prove-
niente de la filtracidn por Sefarosa 4B fue de 350 nmoles por gramo .de
corteza cerebral y el de glutamato 1ibre, de 15,3 nmoles, ambos valo-
res expresados en relacion al peso del tejido humedo original.

Si consideramos el contenido citoplasmdtico de glutamato por
gramo de tejido huimedo de corteza cerebral que aparece en la biblio-
graffa, 10 ymoles por g de tejido himede {Benjamin y Quastel, 1972) y
el que se detectd en vesTculas sindpticas, calculado de acuerdo a la
curva de desplazamiento de la unidn de 3H-KA por glutamato, tendriamos
que el 3,5% del glutamato total del tejido se recuperd en la fraccion
vesicular.

La fraccidn particulada tenia una contaminacidn apreciable con
fragmentos de membrana plasmdtica como pudo comprobarse mediante la

observacidn de ella al microscopio electrdnico (no se muestra).
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Por otra parte la unidn de 3H -ouabaina, marcador de membrana plasma-
tica, fu€ de 1310 t 128 fmoles por mg de proteina. Este valor es muy
grande si se considera que la preparacidn de membrana plasmatica puri-
ficada de tubulo transverso de rifich o de misculo esquel€tico de mami-
fero une 150 pmoles de ouabaina por mg de protefna, en las mismas
condiciones experimentales ( Hidalgo y de 1la Fuente, comunicacion
personal).

CabTa preguntarse por lo tanto, cuanto del glutamato encon-
trado en la fraccidn que contenfa las vesiculas sindpticas estaba ori-
ginalmente dentro de estas vesiculas y cuanto correspondia a glutamato
atrapado desde el citoplasma al resellarse la membrana plasmatica du-
rante el procesamiento del tejido. Considerando la gran concentra-
cidn citoplasmatica del aminodcido en corteza de rata, esta
contaminacidn podria ser considerable y dar cuenta de la presencia de
glutamato en la fraccidn vesicular.

Teniendo en cuenta esta posibilidad se incluyd 3H-glutamato
en el medio de homogeneizacidn desde el comienzo de la preparacidn de
vesTculas suponiendo que €ste serfa atrapado en las vesfculas de mem-
brana resellada junto al glutamato citoplasmatico y en proporcidn a
€l1. Las vesiculas se filtraron a través de una columna de Sefarosa
4B, Se observd que la fraccion particulada proveniente de esta filtra-
cién sdlo contenfa un 0,1% del aminodcido tritiado agregado al medio
de homogeneizacién. Ya que el 3,5% del glutamato total de corteza
aparecfa en la fraccidn particulada, se calculd que alrededor del 2,9%
del glutamato presente en las particulas aisladas por filtracidn en

Sefarosa 4B se deberfa a glutamato atrapado en vesfculas de membrana
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plasmdtica resellada. Por lo tanto habrian 340 nmoles ée glutamato en
las vesfculas sindpticas provenientes de 1 g de tejido original.

Se ensayd posteriormente otro procedimiente para preparar las
vesiculas en el cual los terminales axdnicos no se rompen por shock
hipoosmotico sino mediante una homogeneizacidn enérgica en un medio
isoosmotico (Seidler y co0l.,1977). Llas vesiculas obtenidas luego de
fraccionar esta preparacidn a traveés de una columna de Sefarosa 4B,
unieron 123 t 10 fmoles de ouabaTha por mg de protefna. La contamina-
ciéh con membranas reselladas al suprimir el tratamiento hipoosmético
es mucho menor que en la preparacion anterior, pero el contenido de
glutamato en estas vesiculas es practicamente nulo apareciendo en cam-
bio una gran cantidad del aminodcido en las fracciones donde eluye el
glutamato no particulado. Este resultado puede atribuirse a las condi-
ciones drdasticas de homogeneizacion que probablemente dafian la estruc-

tura de las vesiculas.

G. CUANTIFICACION DEL GLUTAMATO CONTENIDO EN VESICULAS SINAPTICAS.
Basandose en los resultados presentados, que muestran que
efectivamente hay glutamato en las vesculas sindpticas de varias zo-
nas del SNC, se continuaron estos estudios con el fin de cuantificar
el contenido del aminodcido en ellas. Se usaron vesiculas preparadas
de acuerdo al método de Kadota y Kadota (1973), las que presentaban un
alto grado de pureza. En esta preparacidn los sinaptosomas se someten
a un tratamiento hipoosmotico por un perfodo muy corto, tras el cual

se restituye la osmolaridad del medio.
La preparacion luego de ser cromatografiada por Sefarosa 4B

presentaba un aspecto homogeneo al microscopio electrénico, sin
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vesTculas de membranas reselladas. La unidn de ouabaina fu€ de 37,2
fmoles por mg de proteina, lo que indicaba una contaminacion minima.
£1 rendimiento sin embargo fu€ menor que el obtenido con los otros dos
métodos (Riveros y col., 1986)}.

Los experimentos realizados usando esias vesTculas puras die-
ron resultados plenamente coincidentes con los que ya se han descrito.
Al someter el extracto vesicular a electroforesis de alto voltaje se
detectd glutamato en ellas, como dnico ligando capaz de unirse al re-
ceptor de kainato.

Usando 3H-kainato de alta actividad especifica, se pudo de-
terminar el contenido del aminodcido en cada fraccion que elufa de la
columna de Sefarosa 4B (Ver figura en el apéndice).

Conociendo la cantidad de glutamato y 1a concentracion de
proteinas de cada fraccion pudo determinarse la concentracion del ami-
nodcido en una vesicula sindptica. Considerando el volumen interno de
una vesicula igual a 2,87 x 107 A3 y el numero de moiéculas por vesi-
cula igual a 3640, la concentracidn intravesicular de glutamato serfa
de 0,21 M. Este valor es por lo menos 10 veces mayor que la concen-
tracidh extravesicular, estimada como 21,1 mM (ver cdlculos en el
apéndice y en Riveros y col., 1986). Esta estimacidn incluye natural-
mente al aminodcido presente en las vesiculas, por lo que la relacion
de concentraciones debe ser ain mayor. Debe considerarse ademds que
durante el transcurso de la preparacidn las vesiculas pierden parte de
su contenido original, lo que contribuiria a subestimar la cantidad de
glutamato en ellas presente.

La bisqueda de glutamato en vesTculas sindpticas no es origi-

nal. Existen varios trabajos en la literatura orientados a demostrar
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la presencia del aminodcido en estas estructuras, hallazgo que por una
parte apoyaria fuertemente su papel como neurotransmisor y por otra
constituirfa un aporte experimental mds a la hipdtesis vesicular de la
liberacidn de los neurotransmisores (De Belleroche y Bradford, 1973;
Storm Mathissen y col., 1983; Ladesmdki y col., 1977; Karppinen y
col., 1980; Kontro y col., 1980).

Mangan y Whittaker (1966), Kontro y col., (1980) y Lddesmdki
y col., (1977) determinan una concentracion de alrededor de 2 nmoles
de glutamato y de 0,1 a 0,8 nmoles de aspartato por gramo de tejido
himedo original. Estas mediciones las efectdan en vesiculas sindpti-
cas de corteza cerebral de ternero preparadas de acuerdo al metodo de
Whittaker.

De Belleroche y Bradford (1973), usando vesfculas sindpticas
de corteza cerebral de buey, encuentran 15,7 nmoles de glutamato y
3,97 nmoles de aspartato por gramo de tejido humedo. Estos valores
a pesar de ser superiores a los citados anteriormente, no son indica-
tivos de una funcidn especifica de estos aminodcidos y bien podrian
representar una contaminacidn de la preparacicon con glutamato cito-
plasmatico.

Kvamme y Lenda (1981), cuantifican el contenido de glutamato
1ibre y compartimentalizado en una preparacion de sinaptosomas de ce-
rebro de rata, obtenida de acuerdo al metodo de Whittaker. Los auto-
res miden la inhibicion de glutaminasa por glutamato en sinaptosomas
enteros y rotos y deducen que la mayor parte del glutamato sinaptoso-
mal estd compartimentalizado y en una concentracion aproximada de 3,5

mM.  De acuerdo a estos trabajos, el glutamato citoplasmatico tendria

113




una concentracidén de 0,5 mM.

Cabe sefalar la validez de los resultados obtenidos por no-
sotros, con las vesiculas preparadas segun Hata, pues si bien la
preparacidn estaba contaminada con vesiculas de membranas reselladas,
segun nuestros estudios, la concentracidn del glutamato citoplasmatico
es por lo menos diez veces menor que la de las vesiculas sindpticas y
el posible aminodcido atrapado seria cuantitativamente poco significa-
tivo frente al gran contenido de glutamato vesicular.

Hasta el momento, esta concentracicn de glutamato es la m&s
alta que se haya encontrado para un neurotransmisor contenido en vesi-
culas sindpticas de cerebro de mamifero (Riveros y col., 1986).

La presencia de receptores postsindpticos bien caracteriza-
dos, los efectos fisiologicos descritos y este hallazgo de glutamato
en vesfculas sindpticas prueban que este aminodcido es un neurotrans-
misor central.

La presencia de glutamato en vesiculas sinapticas no puede
interpretarse en términos de la hidrdlisis del NAAG enddgeno ya que no
existen peptidasas dentro de este organelo. Por otra parte, la carac-
terizacidn de la sustancia que se une al receptor de kainato se hizo a
partir de un extracto obtenido por calentamiento de las vesiculas a
90°C por 7 min, tras lo cual es poco probable que en €1 se encuentre

alguna enzima activa.

H. CAPTACION DE GLUTAMATO POR VESICULAS SINAPTICAS.
Se estudid si las vesiculas preparadas segun el método de
Hata y col.,(1976) eran capaces de captar glutamato en forma activa

o si la presencia del aminodcido en las vesiculas correspondia a una
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difusidn de éste desde el citoplasma.

De Belleroche y Bradford (1973) no observaron captacicn activa
de glutamato por vesfculas sindpticas ni tampoco glutamato dentro de
ellas, por lo que postularon que este compuesto, en su funcidn trans-
misora, podria liberarse directamente desde el citoplasma al espacio
intersinaptico.

L8hdesmdki y col. (1977) detectan una acumulacidn activa de

glutamato que se manifiesta sdlo a altas concentraciones de Nat. Esto

sugiere, que la preparacién que usan estd contaminada con membrana
plasmdtica, ya que la captacion dependiente de Nat es caracterTstica
de estas membranas.

Karpinnen y col. (1980) al inyectar 14C-glutamato en cerebro
de rata detectan radiactividad en vesiculas sindpticas. Ellos descri-
ben captacidn de glutamato por un proceso independiente de ATP pero
dependiente de sodio, lo que tambien podria tener relacicn con ia pre-
sencia de fragmentos de membrana plasmdtica en la preparacion .

El trabajo mds claro en relacidn a la captacion de glutamato
por vesiculas sindpticas es el de Naito y col. (1983) quienes obtie-
nen una preparacion muy pura de vesiculas usando anticuerpos contra la
Sinapsina I, una proteina presente en Ja superficie de ellas. Estas
vesiculas son capaces de captar glutamato en forma dependiente de ATP
y temperatura e independiente de sodio.

En este trabajo de tesis, las vesiculas preparadas por el
metodo de Hata, purificadas por filtracion en Sefarosa 4B fueron capa-
ces de incorporar glutamato en forma dependiente de ATP y de
temperatura. No se observd incorporacicn en ausencia del nucledtido ni

al incubar a temperatura baja.
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Esta captacion del aminodcido dependiente de ATP e indepen-
diente de sodio muestra la funcionalidad de ellas y da mayor peso a

1o0s resultados descritos anteriormente.

MECANISMOS IONICOS INVOLUCRADOS EN LA NEUROTOXICIDAD DE LOS

AMINOACIDOS EXCITADORES .
A. EFECTO DE AMINOACIDOS ACIDOS SOBRE EL FLUJO DE CALCIO

El kainato, el N-metil-D-aspartato y una gran cantidad de
derivados y andlogos del glutamato y del aspartato han sido cataloga-
dos como compuestos excitotdxicos, ya que al ser aplicados a neuronas
centrales de vertebrados producen excitacion de ellas y en ciertas
condiciones, un efecto tdxico que se traduce en destruccidon neuronal
(ref. en Coyle, 1983).

La demostracidn reciente de que los antagonistas de los ami-
nodcidos excitadores previenen el dafio celular en los casos de anoxia
e isquemia cerebral, es la prueba mds directa de que los aminodcidos
enddgenos liberados en la sinapsis pueden en ciertas condiciones lle-
var a la destruccidn neuronal (Simon y col.,1984).

E1 mecanismo por el cual los agonistas de los aminodcidos
dcidos destruyen algunas c€lulas no estd claro. Se ha postulado que
este hecho estaria asociado a la despolarizacidn sostenida de la neu-
rona. No se ha determinado en forma precisa cual es la naturaleza de
los cambios de permeabilidad que producen estos compuestos, pero la
informacidn existente indica que la activacion de los receptores a los

que se unen modificarfa los flujos de Na*, Kt y Cal* (Mayer y
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Westbrook, 1985). E1 enfoque actua) de este problema es, por lo tanto,
el estudio de los cambios de estos flujos idnicos y el andlisis histo-
1dgico de tejidos expuestos a la accidn de agonistas en presencia y
ausencia de Na*, K*, Calt y C1- . Garthwaite y col, 1986; Rothmann,
1985).

En este trabajo de tesis se estudid el efecto de sustancias
excitadoras y neurotdxicas tales como kainato, glutamato, homocistea-
to, N-metil-D,L-aspartato e jbotenato sobre la entrada de calcio a
cortes de corteza cerebral de rata.

Todos los compuestos estudiados produjeron un aumento signi-
ficativo de la captacicn de calcio.

Al examinar los cortes de tejido empleados, se observo que
ellos mostraban un aspecto normal luego de 3 horas de incubacion en el
medio sin droga, por lo que se descartd que la entrada de calcio fuese
inespecifica y se debiera a un fendmeno asociado a dafio celular. Esto
concuerda con la observacidn de que la entrada de calcio al tejido al-
canza la saturacidn a los 20 min de incubacidn.

E1 compuesto mds activo fue el ibotenato, seguido de! NMA, el
que a su vez fue diez veces mas activo que el kainato, glutamato y el
homocisteato. La potencia de estas drogas sugiere que en esta prepa-
racidn de corteza cerebral se estarian activando preferentemente los
receptores que unen NMDA, los que son muy abundantes en las capas su-
perficiales de la corteza (Greenamyre y col.,1985).

La potencia de las sustancias ensayadas, en cuanto a su capa-
cidad para estimular la entrada de calcio, se correlaciona con el efec-

to excitador de ellas al ser aplicadas a cortes de cuerpo estriado,
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pero es diferente a la potencia excitatoria y toxica de ‘los compuestos
inyectados en cuerpo estriadq,hipot§1amo e hipocampo de animales vi-
vos (Biscoe y col., 1976; Nadler y col., 1981; Olney y col., 1971;
Schawrcz y col., 1978 ).

Al interpretar y comparar los resultados de experimentos rea-

1izados in vive e in vitro, es importante considerar la técnica de

administracidh de la sustancia en estudio. la incubacidn del tejido
en un medio que contiene una droga 1leva, al cabo de un cierto tiempo,
a una distribucidn homogénea de ella y cada célula estard expuesta a
una concentracion prdcticamente constante y conocida. Esto no ocurre
cuando la droga se aplica localmente y hay difusidn de ella, en cuyo
caso se produce todo un gradiente de concentracidn desde la zona de
aplicacion en que esta concentracidn es mdxima. Por otra parte si el
tiempo de exposicidn del tejido frente al compuesto activo es prolon-
gado puede producirse la desensibilizacion de los receptores 0 una ma-
yor captacion del aminodcido por el sistema de transporte presindptico.

Si bien el receptor de NMDA une aspartato y glutamato con ma-
yor afinidad que ibotenato, ta gran potencia de este compuesto y Ta
del NMDA puede deberse a due ambos son transportados a baja velocidad
desde el compartimiento extracelular y no se unen a los sistemas de
captacidn presindptica que transportan con alta velocidad al glutamato
y al aspartato (Fagg y col., 1986).

Se ensayd tambien el efecto de N-acetilaspartato y oX -metil
asﬁartato sobre el flujo de calcio. ‘Ambos compuestos son constituyen-
tes normales en el cerebro de varias especies de mamiferos y se desco-

noce cuales pueden ser sus funciones. La distribucién regional del
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N-acetilaspartato es semejante a la del aspartato en cerebro de rata y
su concentracidn es de 5,18 umoles por gramo de tejido humedo en cere-
bro de caballo, concentracidn bastante alta en relacion a la de otros
aminodcidos. E1 N-acetilaspartato y el X -metil-aspartato, que no po-

seen actividad neurotdxica, no modificaron el flujo de calcio.

Este trabajo muestra que el efecto de! glutamato y de sus
andlogos estructurales sobre el aumento de la captacidn de Calt es
mds general que lo que se pensd inicialmente y podria constituir el
evento unificador de la accidn neurotdxica de los compuestos excitado-
res.

Ya que en cerebro se han descrito proteasas dependientes de
calcio (CANP), las cuales intervienen en la degradacidn de proteinas
del citoesqueleto y también en la degradacidn de neurop€ptidos
(Pontremoli y Melloni, 1986) y de acuerdo con antecedentes que rela-
cionan e! fendmeno de toxicidad y muerte celular en el higado, rifion
y corazon con un aumento en el contenido de calcio intracelular, se
postula que el aumento del Cal* intracelular libre podria activar pro-
teasas dependientes de calcio las que llevarfan a la destruccicn de la
estructura neuronal.

Coyle (1983), ha postulado que los aminodcidos dacidos y sus
andlogos producirian efectos excitadores y neurotdxicos directos
cuando actdan sobre receptores postsindpticos. La accidn de ellos
sobre los receptores presindpticos se traduciria en un aumento de la
entrada de Ca2* al terminal, favoreciendo la liberacidon del neuro-
transmisor excitador enddgeno, el que reforzaria el efecto postsi-

ndptico del aminodcido aplicado desde el exterior. La accidn conjunta
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del compuesto exdgeno y del transmisor liberado en la sinapsis produ-
cirfa una gran depolarizacion con gran consumo de energia. Esto con-
duciria finalmente al agotamiento de las reservas energéticas y a un

aumento masivo de la entrada de calt, activandose proteasas y fosfoli-

pasas dependientes de calcio cuya accidn conduciria a la muerte celu-
lar.
Retz y col. (1981), midieron la captacidn de calcio por sinap-
tosomas en presencia de kainato ImM y no observaron variaciones de
11a en relacidn al experimento realizado sin kainato. Esto puede ex-
plicarse porque los receptores para las sustancias excitadoras estdn
ubicados casi exclusivamente en los cuerpos neuronales y en las den-
dritas y no en los axones.

Garthwaite y Garthwaite (1986) y Hori y c01.(1985), han de-
mostrado que los agonistas de los aminodcidos excitadores aumentan la
concentracion de calcio intracelular en cortes de corteza piriforme de
rata y en cortes de cerebelo de rata inmadura, produciendo un dafic ce-
lular caracteristico. En neuronas de hipocampo en cultivo y en retina
de pollo, en cambio, se ha observado que las alteraciones histoldgicas
estarfan relacionadas con la entrada de Na* y de C17 a la celula
(Rothman, 1985; Hori y col., 1985).

La aparente discrepancia entre estos trabajos reside en el
tipo de lesidn considerada en ambos casos, como !0 muestra un estudio
realizado recientemente en nuestro laboratorio. Al incubar cortes de
corteza cerebral con kainato se inducen dos tipos de lesidn: una que

deriva del hinchamiento de los cuerpos neuronales y dendritas y otra
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que se manifiesta por Ja aparicion de neuronas picnoticas. EI1 hincha-
miento de la c€lula y posterior lisis de ella estarian relacionados
con la entrada de Na*, C1~ y agua, en cambio 1a condensacidn picndtica
serfa dependiente del CaZ (Berdichevsky y col., 1387 ).

La importancia de este estudio es que el tipo de lesidn pic-

ndtica por auments de ca2+ es semejante al que se observa en una serie
de patologias cerebraies y al proceso degenerativo consecuenie 2 la

actividad convulsivante inducida experimentalmente.

B. CARACTERIZACION DEL CANAL INVOLUCRADO .

La entrada de calcio provocada por los aminodcidos excitado-
res podria estar mediada por un canal asociado al receptor mismo o©
bien a canales dependientes de voltaje.

La caracterizacidn preliminar del tipo de canal 1involucrado
en la activacidn del receptor para NMA se realizd incubando el tejido
en presencia del aminoacido y de inhibidores de canales de calcio co-
mo Cd2+ , Co2* y nifedipina. La captacidn de calcio aumentada por NMA
fu€ inhibida por Co2t y Cd?* , pero no se vid afectada por la nifedipi-
na. Se observd un aumento de la entrada de calcio cuando se aplicd ni-
fedipina en ausencia de NMA.

Dado el gran nimero de receptores para dihidropiridinas pre-
sentes en regiones sindpticas del cerebro de mamiferos (Marangos y
col., 1982), el hallazgo del efecto de la droga sobre la captacion de
calcio en ausencia de NMA, pudiera ser indicativo del posible papel
fisioldgico de estos compuesios. La apertura de canales de calcio
cuando se usa nifedipina sola podria corresponder a un efecto agonista

de ella sobre algin tipo de canal de calcio, como se ha observado que
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ocurre en corazdén cuando se usan concentraciones bajas de la droga
(Hess et al., 1984 ).

Se han descrito tres tipos de canales de calcio en neuronas
sensoriales de ganglio de raiz dorsal de embridn de pollo ( Nowycky y
col., 1985), uno de los cuales es sensible a dihidropiridinas y poco
sensible al Cd2*. Este canal denominado de tipo L, que se abre por un
tiempo prolongado y permite un gran paso de corriente, es muy abundan-
te en tejido muscular y cardfaco. Llos otros dos tipos de canales, Ny
T, tienen un tiempo de apertura mis corto, son sensibles al Cd2+ e
insensibles a dihidropiridinas. Estos timos canales al parecer es-
tan en mayor proporcidn en el tejido nervioso que, por su funcion, no
requeriria de tiempos de apertura tan prolongados como el tejido mus-
cular y cardiaco. El canal de calcio estimulade por NMA es insensibie
a dihidropiridinas y podria corresponder a uno de estos dos tipos.

Se ha descrito que la nitrendipina, otra dihidropiridina, en
concentraciones entre 0,1 nM y 10 pM no tiene efecto sobre la capta-
cidn de %5ca*2 en sinaptosomas despolarizados con KC1 (Daniell Yy
col., 1983), lo mismo se ha observado en relacion al efecto de nifedi-
pina 30 FM (Nachsen y Blaustein, 1979). Luego, si estas drogas tuvie-
sen efecto sobre la entrada de calcio producida por excitacion neuro-
nal, su potencia es menor en el tejido nervioso que en el muscular.

Los resultados que muestran que la TIX no inhibe la captacion
de calcio estimulado por NMA indicarTan gque la apertura de estos cana-
les de calcio no es consecuencia de la despolarizacion producida por
1a entrada de sodic a través de canales sensibles a voltaje, blogquea-

bles por TTX. En corteza sensorial motora de gato, se ha observado
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que la aplicacion jontoforética de glutamato, aspartato y homocisteato
provocan un cambio en el flujo de calt que tampoco es afectado por TTX
(Heinemann y Pumain, 1981). La TTX no interfiere con la despolariza-
cidn postsindptica, pero previene la generacidn y propagacidn del po-
tencial de accidn dependiente de Na*, sin afectar los canales de
Calt,

Estos experimentos sugieren que gran cantidad del calcio que
entra al espacio intracelular lo haria por canales localizados en la
zona postsindptica.

Los estudios que existen en relacidn al mecanismo ionico in-
volucrado en la activacion del receptor para NMA muestran que este es
diferente al que opera para KA y QA. Los canales asociados al recep-
tor de NMA son bloqueados selectivamente por el M92+ cuya afinidad por
el receptor depende del campo eléctrico. Mayer y Westbrook (1985) han
postulado que el MgZt entra y bloquea los canales abiertos por e
NMA sin interferir con la unidén del! aminodcido. A la concentracidn
fisioldgica de M92+ usada en estos experimentos, el canal asociado al
receptor no seria permeable a calt y el efecto de aumento del calcio
intracelular estaria dado por el paso del catidn a traves de canales

de Ca2* sensibles a voltaje (Nowak, 1984).

C. EFECTO DE SUSTANCIAS INHIBIDORAS DEL SNC SOBRE LOS FLUJOS DE
CALCIO.

E1l hallazgo que el GABA por si solo aumenta la captacion de

calcio e inhibe el incremento producido por estimulacidn del tejido

con NMA podria interpretarse a la luz de los datos que indican que es-

te compuesto es capaz de despolarizar neuronas en muchas preparaciones

123







in vitro. En neuronas simpdticas de rata la aplicacion de GABA induce
una despolarizacion por disminucidn de la concentracidh interna de K%

y C1-, sin afectar la concentracion interna de Nat ( Ballanyi y col.,

1984). En neuronas de hipocampo el 'GABA hiperpolariza el soma y des-
polariza las dendritas donde supuestamante hay mayor numero de recep-
tores de NMA (Alger y Nicoll, 1982 y Anderson y col, 1980).

Es probable que la despolarizacion mediada por GABA active
parcialmente canales de calcio dependientes de voltaje. Como la des-
polarizacidn se deberfa a una conductancia aumentada para cloruro,
el potencial de membrana se fijarfa en el potencial de equilibric del
C1- y el efecto despolarizante del NMA seria incapaz de sobrepasar es-
te potencial fijo. La magnitud de los canales de calcio activados por
NMA no podria ser cuantitativamente mayor que la permitida por la des-
polarizacidn producida por el GABA. Un efecto semejante al descrito se
ha observado en c€lulas de hipdfisis intermedia de rata (Tomiko y
col,, 1983; Taraskevich y Douglas, 1982).

Si bien los experimentos de esta tesis no se Rhicieron en con-
diciones de potencial fijo, el efecto observado luege de la aplicacion
de GABA, en gue aparentemente se fijaria el potencial de membrana en
el potencial de equiiibrio del CI7, indica que gran parte del calcio
que entra a la c€lula en presencia de NMA lo haria por canales de cal-
cio sensibles a voltaje.

Los experimentos realizados en presencia de NMA y adenosina
muestran que el efecto inhibidor del nucledsido en neuronas cortica-
les no estaria mediado por el mecanismo de entrada de calcio a traves

del cual actdan los aminodcidos excitadores.
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D. EFECTO DE SUSTANCIAS DEPRESORAS DEL SNC SOBRE LOS FLUJOS DE CALCIO.

Los antecedentes bibliograficos que sefialan que el etanol, el
pentobarbital y la morfina disminuyen el contenido de calcio intrace-
lular en diferentes regiones del cerebro (Ross, 1976) e inhiben la
captacidn de calcio en terminales nerviosos (Blaustein y Ector, 1975;
Harris y Hood, 1980; West y Miller, 1983) indujo a estudiar e! efecto
de estas drogas sobre la entrada de calcio estimulada por NMA .

De los compuestos ensayados: etanol, pentobarbital y morfi-
na, ninguno modificd el efecto de NMA sobre la entrada de calcio. El
etanol tampoco tuvo efecto sobre el flujo de calcio aumentado por ac-
cidn de glutamato ni de kainato.

Estos resultados indican que los efectos de estos compuestos
sobre los flujos de calcio estarian mediados por un mecanismo diferen-

te al que opera cuando se aplican aminodcidos excitadores o sus and-

logos.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. E1 acido N-acetilaspartilglutdmico, postulado como neuro-
transmisor, no posee efecto excitador sobre el SNC y no potencia ni

antagoniza e! efecto de!l L-glutamato, in vivo e in vitro. Este com-

puesto es susceptible de ser hidrolizado por peptidasas enddgenas, ge-
nerando glutamato.
Los efectos excitadores y convulsivantes descritos para el

NAAG, derivarfan de! glutamato liberado enzimaticamente.

2. E1 unico componente enddgenc activo presente en vesiculas
sinapticas de corteza cerebral y otras regiones de! cerebro de rata,
que se une al receptor de kainato, es el dcido glutdmico.

La alta concentracidn del aminodcido en las vesiculas apoya
fuertemente su posible papel como neurotransmisor excitador en el

SNC.

3. Las sustancias excitadoras Yy neurotdxicas, kainato, glu-
tamato, homocisteato, N-metil-D,L-aspartato e ibotenato producen un
aumento significativo de la captacion de calcio en cortes de corteza
cerebral de rata . E1 N-acetil-aspartato y ~ -metil-aspartato que no
tienen efecto neurotdxico no modifican este flujo idnico.

E1 aumento de la captacidn de Ca2* podria constituir el even-
to unificador de la accidn neurotdxica de estos compuestos excitado-
res ya que el aumento de la concentracidn de calcio libre intracelu-
lar podria activar proteasas y fosfolipasas dependientes del 1idn y

1levar a la destruccidn de la estructura celular.
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4. Los aminodcidos excitadores activarian canales de Cal+
sensibles a voltaje, que son bloqueados por Colt y cde+ pero gue nho

son afectados por nifedipina .

5. En el efecto del etanol, pentobarbital, morfina y adenosi-
na sobre los flujos de calcioc no estd involucrado el mecanismo que
opera en la accidon excitadora de los aminodcidos dcidos y sus deriva-

dos.
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Figura 25. CONTENIDO DE GLUTAMATO EN VESICULAS SINAPTICAS PURIFICADAS
Las vesiculas se prepararon de acuerdo al metodo de Kadota y Kadota
(1973) modificado. La fraccidn donde aparece las vesTculas sindpticas
(pico en fraccion 6) contiene 15,31 nmoles de glutamato y 240 ug de
proteTna. Las condiciones experimentales se sefialan en Riveros y col.

(1986).
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10.

11.

12.
13.

CONTENIDO DE GLUTAMATO EN VESICULAS SINAPTICAS (*)

Radio de una VS esferica 250 A°

Area superficial (4 11r2 )

Area de la bicapa lipfdica ( 8 TirZ ) 1.571.250 A2
Area de una mol€cula de fosfolipido .
(33 mNm~l; £%Tm ) 55 AZ
Nimero de moléculas de fosfolipidos en cada VS (3:4 ) 28.658
Peso molecular promedio de los 1ipidos de VS 820,75
Peso de 28.568 moleculas de fosfolipidos 3,89x10-17 g
Razdn fosfolipidos / proteinas en VS 1,44
Contenido de proteina por VS (7:8) 2,7x10-17 ¢

_Pico de la fraccion de VS eluida de Sefarosa 4B

(15,31 nmoles de glutamato) 9,22x1015 molec
Pico de la fraccion de VS = 240 ug proteina

Pureza de la preparacidn 95% = 228 ug 8,44x1012 VS
Nimero de moléculas / VS (10:11) 1092 molec. de glu /VS
Si un 30% de las VS fuesen glutamatérgicas 3640 molec / VS

14.- Volumen interno de una VS esférica pequefia de

radio interno = 190 A° 2,87x107 A3

LA CONCENTRACION DE GLUTAMATO EN VESICULAS SINAPTICAS DE CORTEZA
CEREBRAL DE RATA SERIA DE 0,21M.

(*) Datos en Riveros y c0l.,1986.
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