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1.1 INTRODUCCION.

La base fundamental del funcionamiento del sistema ner
vioso esta dado por la comunicacién que se establece entre -
las diferentes cé&lulas que lo forman. Existe una gran com--
plejidad de funciones dentro del sistema nervioso comparado-
con los otros tejidos del organismo. Esto ha sido el resul-
tado de los procesos evolutivos que han dotado a las neuro--
nas_ de la posibi1idad de comﬁnicarse entre ellas y con otras

células (Agranoff, 1975).

Los conjuntos intercomunicados de neuronas establecen-
redes tridimensionales que estan relacionados con los even--
tos fisiolégicos de ‘corto y de largo plazo. A]gunos eventos-
de Targo plazo pueden ‘derivarse del paso de sefiales neurona-
Tes que se acoplan a'procesos que permiten que algin aspecto
.de la informacién transmitida sea almacenada en 10 que se --
conoce como memoria, que dentro de los procesos evolutivos -
es uno de los puntos culminantes de 1a evoluci6én del sistema
nervioso. Para l1legar a combprender estos procesos es necesa-
rio conocer como se comunican las neuronas, y cuales son los
fendémenos quimicos y aspectos morfoldégicos relacionados con-

dicha comunicacién (Agranoff 1967, Eccles 1964).

1.2. SINAPSIS

Una neurona es una c@lula altamente especializada, que

esta constituida por un soma o cuerpo neuronal con una serie
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de proyecciones que se ramifican y establecen contacto con -
otras células. Las prolongaciones celulares que se observan
son los axones y las dendritas, dependiendo de la direccién-
en que se transmitan las sefiales eléctricas. Las dendritas-
son especializaciones que reciben las sefiales, en tanto que-
1os axones forman la via de salida de informacién de las neu
ronas. El1 axon de una neurona puede establecer contactos --
sindpticos con el -soma, axon o dendritas de otras neuronas -
(Kandel 1977). Esta interaccidn se l1leva a cabo a través de
la sindpsis, constituida por una serie de especializaciones-
estructurales de la terminal axénfca y de la membrana de la-
célula con la que hace contacto. La porcidén correspondien--
te al ax6n se considera presindptica e informadora, mientras
que la parte que recibe Tla informacidén se denomina membrana-

receptora postsindptica.

La estructura de la sindpsis depende del tipo de meca-
nismo que utilicen'para 1a transferencia.de sefiales, que puge
de ser quimico o eléctrico. En 1as'sfnapsis eléctricas las-
sefiales eléctricas que viajan a través de la membrana pre--
sindptica pasan directamente a 1a membrana rgceptora.por sim
ple conduccidén. En este caso la distancia entre ambas mem--

branas es de 20 a .50 A.

En el caso de las sinapsis quimicas se requiere una se
rie de traducciones de 1a informaci6n a diferentes "lengua--
jes": una sefial eléctrica en la membrana presindptica es - -

traducida a una sefial quimica, que una vez liberada al espa-



cio sindptico interacciona caon receptores qufmicos especifi-
cos en la membrana postsindptica y regenera la sefial eléctri
ca transmitida (Play, S.L. 1958, Gray E.G. 1959). La capaci
dad de las sinapsis quimicas para Tiberar un mensajero qui--
mico o transmisor, provee una transmisién unidireccional - -
de la informacién, asi como también en las sinapsis eléctri-
cas, en 1os circuitos neuronales( Agranoff 1975, Eccles 1964,

Papas y Waxman 1972).

En la regidn presindptica se encuentran todos Tos ele-
mentos para 1a transferencia de sefiales eléctricas de mensa-
jes quimicos. Esta regidn constituye el botén sindptico, el
cual contiene: mitocondrias, vesiculas sindpticas y un engro
samiento de lamembrana celular que se restringe a la zona --
de contacto con 1a membran& postsindptica, la cual se encuen
tra también engrosada. En-estas sinapsis las membranas pre-
y postsinéptica estdn separadas por una distancia aproximada

de 200 A. (Eccles 1964, Kandel 1977).

1.3 TRANSMISION SINAPTICA.

E7 origen de la teoria quimica de la transmisidén ner--
viesa puede remontarse a 1948 cuando Du Bois Raymond postuléd
que una sustancia excitatoria podria ser la causante de 1a -

contraccidn muscular.

Posteriormente en 1904, T.R.El1iot descubrié que la --

adrenalina mimetizaba la accién de los nervios simpdaticos, -
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ademds esta suétancia podria ser secretada por las termina--
les ﬁerviosas de 1os nervios simpdticos y actuar como un - -
transmisor eq_1a aldndula adrenal. Poco después, Otto Loewi
demostrd que al perfundir un corazén de rana y estimular el-
nervio vago eléctricamente, el latido del corazdn disminufa-
o se detenia y que el 1iquido que bafiaba a este organo, indu
cfa una inhibicién del latido de otro corazdn sin estimular-
éste. Con esto concluyd que en dicha preparacion el estimulo
nervioso inducié la 1iberacién de una sustancia inhibidora.~
Sin embargo, no fue sino hasta 1os experimentos de Dale en -
1924, cuando se di6 el paso decisivo para que la teoria qufi-
mica de la transmisidn nerviosa se aceptara. Estos experimen
tos mostraron que cada vez que se estimulaba el nervio vago-
podia inducirse la liberacién de una sustancia quimica 1lama
da acet%1c01ina. De esta manera surge la teoria de la trans
misién nerviosa mediada por sustancias quimicas (Sandoval, -

Lara 1983; Kandel 1978).

Actualmente se considgra que la corrﬁenfe eléctrica -~
viaja a través del ax6n y alcanza la terminal sindaptica de--
sencadenando una serie de modificaciones quimicas especifi--
cas que conducen a 1a trénsferencia de esta informacién a --
través de un mediador quimico, el cual atraviesa el espacio-
intersiniaptico e interacciona con la membrana postsindptica-

‘(KandeT 1978). Esta serie de eventos suceden de la siguien-

te manera: o



Previamente a la 1legada del estimulo eléctrico a la -
terminal nerviosa, la membrana sindptica posee un potencial-
de reposo dado por la distribucifén selectiva de los jones --
K+, Na+ y Cl1-. En el reposo, el K+ se encuentra muy concen-
trado en el interior de la célula, mientras que el Ma+ y el-

Cl1- estdn mds concentrados en el exterior.

Cuando Tlega un estimulo a 1a terminal ocurre un cam-;
bio en la polaridad de la. membrana, debido a una modifica- -
cidn de la permeabilidad de 1a membrana a los iones Na+, Los
cuales se acumulan en el interior de la célula. Esto trae --
como resultado la pérdida de cargas po;itivas, producidas -~- -
ﬁor una salida de iones K+, 1o que produce una recuperacidn-v
del potencial original. E1 cambio transitorio de potencial-
‘activa los canales de Ca++ sensibles a voltaje permitiendo -
el paso de estos iones a través de la membrana'presinéptica.
Dentro del botdén sindptico, por medio de un mecanismo que --
b}obablemente involucre proteinas como la calmodulina, los -
iones Ca++ son l1os responsables de disparar 1os mecanismos -
de liberacidn del transmisor quimico ya sea directamenfe -—
.desde pozas citoplasmiticas como en e1.casoAde1 GABA y del -
dcido glutdmico, o a través de exocitos%s vesfﬁuTas sinapti-
cas que se encuentran en 1a terminal nerviosa. Una vez qug-’
el estimulo ha cesado, la polaridad de la membrana se resta-
blece, los canales de Ca+ sensibles a voltaje se cierran y -

el transmisor deja de ser liberado (Kandel 1978; Agranoff --



1967; Llinas 1976).

Después de liberado el transmfsor.éste atraviesa el es
pacio sindptico e interacciona con un receptor sindptico es-
pecifico localizado en la membrana postsindptica, lo qué ori
giﬁa una alteracidén en la ﬁermeabi1idad i6nica de esta mem--
‘Brana. Los movimientos idnicos, ya sea de Na+ o Cl- y K+, -
. asi originados traen como consecuencia la regeneracion de la

sefial eléctrica en la neurona postsinéptica,(Hammerschlay y-
Roberts 1972). '

Se considera que la terminai sinaptica cuenta con una-
maquinaria bioqﬁimica completa para el manejo del transmisor.
Se ha postulado que exiten varias pozas metabdélicas para el-
mnmeurotransmisor: Una poza metablélica probablemente 1igada -
al sistema de sintesis de transmisor dque es accesible a la-
‘lTiberacidn y otra de dificil acceso a 1la 1iberacidn pero re-

lacionada bioquimicmmente con dicha poza. Existe también un
sistema resp&nséb1e del tamaifo de‘la frﬁccién de transmisor-
qué va'a liberarse como respuesfa a cada estimulo. Esta ma-
quinaria incluye ademd3s un sistema de remocidn de1'transmi-—
sor, que actla cuando el transmisor ha dejado de interactuar

con el receptor postsindptico (Kandel 1978; Agranoff 1967).
1.4 MEUROTRANSMISORES

Actualmente se han observado al menos 30 diferentes --

sustancias que han sido propuestas como posiblies moduladores
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o transmisores en el SNC. Se ha observado que, por lo gene--
ral, éstas son de bajo peso molecular, como algunos aminoaci
dos entre los que destacan el dcido gama amino butirico - -
(GABA), 1a g1iciha, ef dcido aspdrtico, el dcido glutdmico,-
la taurina; algunas aminas como la dopamina (Da), la norepi-
nefrina (Ne), 1a epinefrina, la serotonina, y otras molécu--
. las como 1a acetilcolina. También se ha postulado un grupo-
de péptidos Queﬂincluyé a 1a-sus§qﬁéia P, las encefa]inas; -
la neurotensina y la somatosfﬁtina'entre otros. Estos 01ti-
mos qﬁe»podrian ademds estar participando en la regulacién -
de 1a transmisién sinaptica. Integrando probablemente, sub-
sistemas de refroaTimentaciGn en las diferentes pofciones --

del sistema nervioso (Sandoval y Lara 1983).

Aun no ha sido posible aclarar cdn exactitud.el papel-
_funcional de las moléculas transmisoras en el mantenimiento-
de la excitabilidad neuronal, asi como sus consecuencias so-
bre el procesamiento de informacién en el sistema nervioso.-
165 sindpsis se han clasificado como excitadores e inhibido-
ras dependiendo de el incremento o disminucién de 1a probabi
1idad de disparo de 1a c&lula postsindptica a través de cam-

bios en la permeabilidad de 1a membrana a ciertos iones.

Se ha observado también que Ta interaccidén de algunos-
‘mediadores quimicos como las catecolaminas y la adenosina, -

a través de sus receptores postsindpticos, inducen un incre-

mento en la actividad de las enzimas responsables de la sin-



8
tesis de nucledtidos ciclicos como el AMP ciclico, que parti
cipan en la fosforilacién de ciertas proteinas membranales,-
tas cuales se ha postulado gue podrfan participar en la regu
lacién de la permeabilidad a ciertos iones. Esto l1levo a --
Eccles y McGeer, en 1979 a una clasificacién de los mediado-
res quimicos, considerando Tos diferéntes mecanismos de - -
accidn postsindapticos. A los mediadores que pueden conducir
a un breve cambio en la conductancia a los iones especificos,
se les denomina ionotrdopicos e incluyen a 1a acetilcolina y-
a los aminodcidos. En la transmision metabotrépica, el - -
transmisor actua indiréctamente, disparando una reaccidnlo -
una serie derreacciones quimicas en la mémbrana-postsinapti-
ca, en asociacidén con nucledtidos éic1icos como é1 AMP cicli
co y el GMP ficTico, como en el caso de Tas catecolaminas en

general (Eccles y McGeer‘1979).

1.5. CRITERIOS PARA LA IDENTfFICACION'DE NEUROTRANSMISORES.

Un- factor primordial para el estudio de jas sustancias
que pudieran ser consideradas como transmisores en las célu-
las nerviosas es é1 de 1a identidad. Desde el descubrimien-
to de ‘fa acetilcolina, se ha intentado adjudicar pardmetros-
para el estudio de l1os mediadores quimicos involucrados en -
la comunicacién neuronal. No fue sino hasta 1966 cuando - -
R. Werman formalizd los criterios para la identificacién de-

sustancias neuroactivas en el sistema nervioso.
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Actualmente se aceptan seis criterios bdsicos, los cua
les se toman en cuenta para que una sustancia pueda ser con-

siderada como neurotransmisor:

a).~- Presencia del compuesto. E1 candidato a transmi
sor debe estar presente én Ta neurona que lo libera y necesi
ta encontrarse potencia1mente accesible para su utilizaciodn.
A partir del concepto de compartamentalizacion del metabolis
mo, se ha sugerido la coexistencia de varias pozas de un mis
mo metabolito con estrecha, ninguna o muy poca relacién. --
Cada una de ellas puede contar con precursores especificos

y enzimas caracteristicas para la sintesis del metabolito.

De esta manera se ha podido explicar la presencia de amino--
dcidos con papel de mediadores en la transmisién que pueden-
localizarse en una poza eépecifica accesible para 1a libera-
cion, e independiente de la poza relacionada con el metabo--

lismo intermedio {"Cooper y Bloom 1974; Dahistrom y Fuxe - -~
1965) .

b).- Presencia de enzimas.. Este criteric consiste en-

1a necesidad de Ta presencia de 1a maquinaria enzimdtica del

neurotransmisor en la neurona que lo utiliza como tal. En

cuanto a 1a localizacion celular de dichas enzimas se- han

hecho 2 proposiciones. Por una parte, se ha sugerido que es
necesario 1a localizaci6n sindptica de las enzimas de sinte-
sis del transmisor., Por otro lado, se piensa que sélo seria

necesario contar con una poza metabdlica sindptica del trans
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misor accesible para la liberacidn, independientemente de ---
que 1a sintesis del mediador se realice en el botdn sindpti-
co o de que este sea transportado desde el sitio de sintesis
en el soma neuronal a través del axoplasma. Asi la concen--
trﬂcién del mediador se mantendria por medio de un sistema -
de reacumulacidon del mediador (Rosenbérg y Lovenberg 1980; -
Slotkin 1978). En relacidn a esto, se ha descrito un meca--
nismo de regulacidén para la sintesis de Ne, el cudl permite-
mantener una concentracidn éonstante en la terminal nerviosa
qﬁe consiste bdsicamente en el efecto inhibidor reversible -
que tiene 1a Ne sobre la enzima que cataliza 1a reaccidn 14i-
mitante ‘'en la sintesis del propio transmisor. Asi, cuando -
la.utf]izacién de Ne es baja la concentracidn de Ne en la --
terminal presindptica es elevada y Ta velocidad de formacidn
del transmisor es lenta, por 1o tanto 1a concentracidn del -
transmisor. vermanece constante. - Por otro lado, un aumento -
en la actividad neuronal produce un rdapido vaciado o utili-
zacidn del transmisor 1o que origina que la enzima responsa-
ble de su sintesis se desiqhiba y la concentracidn sfﬁéptic&i

del transmisor sea rdpidamente reestabliecida (Moore y Bloom-
1979).

c).- Inactivacién del compuesto. Debe existir un sis;
tema efectivo y rd@pido para eliminar el transmisor 1iberado,

una vez efectuada su accion sinaptica.

Se ha demostrado que ademds de mecanismos enzimdticos,
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existen sistemas de acumulacién de alta afinidad para las --
sustancias neuroactivas presentes en el 1Tquido extracelular.
Estos sistemas se han descrito tanto en neuronas como en cé-

Tulas gliales (Hamberger 1976; Inversen 1970).

d).- Identidad de accidn fisioidégica. ET compuesto --
propuesto deberd inducir en la célula postsinaptica el mismo
efecto que el producido por el transmisor natural 1iberado -
.por la terminal presinépfica, en la célula. Es decir, debe-
rd modificar la conductancia iGnica de la membrana de manera
similar y a través de los mismos mecanismos qué el trénsmi—-

sor endGgeno.

De esta manera, el criterio de jdentidad se relaciona-
con la presenciade receptores postsindpticos que se han estu
diado actualmente desde un puhto de vista fisioldgico y far-

macoldgico (Lindstrom, J. M. 1978; Bennet, A. P. 1978).

e).- Liberacién del transmisor. Durante la estimula--
cidn de la terminal sindptica, la sustancia postulada como -
transmisora, deberd ser detectada en el fluido extracelular-

de Ta regidn de la sindpsis activada. .

En la actualidad se ha hecho enfasis en que los proce-
sos de secrecidon y liberacién de compuestos en muchos tipos-
de tejidosIQTandulares y termjna1e§ nerviosas requieren de -
calcio en el medio externo (Rubin 1970), o] de.qompartimien——

tos intracelulares (Sandoval 1980); esta dependencia de - -~
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Ca++, es un evento crucial en el concepto de acoplamiento --
estimulo-secreciébn que se ha desarrollado como una analogia-
del fendmeno de acoplamiento éstimu]econtraccién en el teji-
do muyscular, el cual requiere la presencia de Ca++ (Douglas-
1968, Poisner y Hava 1970). Estudios realizados in vivo de-

muestran que la liberacidén de posibles transmisores es inhi-

bida por antagonistas de Ca++ como el Ma++ (Hubbard 1961).
Asi mismo, agentes que impiden el flujo de Ca++ a la termi--
nal sinépfica como e1.verapami1 y el rojo de rutenio, dismi-
nuyen la liberacidn dei transmisor, tanto en condiciones de-
estimulacién fisioldgica como en preparaciones in vitro (Levy

1974).

Existen diversas metodologfias utilizadas para producir
estimulacién neuronal, sin embargo Tas mds comiinmente emplea
das y que podrian simular con mas exactitud la estimuiacién-

fisiolégica en el SNC son:

1).- La estimulacién eléctrica de rebanadas, y prepara |
cjones sinaptosomales colocados en soﬁortes o zonas discre--
tas del cerebro a través-de e]ectrodos'imp]anfados 1n-yivo -
(Ba1dessar§ni 1966; Foster 1980: Matusi 1975). Con este ti-
po de e#timu1o se ha demostrado 1a Tiberacién dependiente --
de Ca++ de Ne previamente acumulada en rebanadas ¢e cerebro-

( Baldessarini 1966 ), asi como de GABA, glutamato, acetil--
colina y serotonina de terminales nerviosas aisladas (Foster

1980). Este tipo de estimulos sin embargo promueve en mu- -
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chos la secrecidn de algunos transmisores aminodcidos de ma-

nera independiente de Ca++ (Redburn 1976].

2)}.- Otro de los métodos de estimulacién utilizados en
preparaciones sinaptosdma1es y rebanadas de tejido es la - -
-induccidn de la despolarizacién por exposicién a agentes qui
micos, tales como concentraciones altas de K+, veratvidina,-
ouabaina, y quinidina, medios libres de K+ (Redburn 1976; --
Hopking 1971). Actualmente se considera que el mecanismos -
de accion de la vevatridina es el que mds cercanamente simu-
1a el estimulo fisioldgico, ya que permite la apertura selec
tica de canales de Na+ sensibles a voltaje, los que son acti

vados durante 1a despolarizacién fisiolégica (Redburn 1976).

Al copsiderar que los canales de Na+ sensibles a volta
je solo se localizan en las neuronas, el estimulo despolari-
zante broducido por veratrina preéupone un estimulo altamen-
te especifico para la membrana neuronal. Otros agentes des-
polarizantes, poseen mecanismos de accidén menos especifiéos—
como 1a ouabaina que inhibe 1a bomba Na+ y K+, y de esta wa-
nera acumula Na+ en la terminal, o las concentraciones ele--:
vadas de K+ que modifican el potencial e]ect}oquimico del --
K+. Sin embargo, el usoc de concentraciones despolarizantes-
de K+ in vitro para mimetizar el potencial de accidn ésté -
muy difundido (Foster 1980; Hopkini 1971). Asi, se ha demos
trado que concentraciones de K+ de 40 a 100 mM producen uﬁ -
aumento de la liberacién de GABA dependiente de Ca++ {Nadier

1976) y Ne previamente acumulada en rebanadas de corteza - -
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cerebral de rata, (Redburn 1976; Srinivasan 1964).

También se ha establecido con detalle en estudios in -
vitro, la relacidn que existe entre 15 concentracion de -~ -
Ca++ extracelular y la liberacién del transmisor. Se ha ob-
servado qhe para Ne, Da, GABA, glutdmico y aspartico la libe
racion siéue una cinética de saturacién que alcanza su ma xi-

ma velocidad a 2 mM (Srinivasan 1964),

Por otra barte también se ha descrito la participacién
de las células gliales en la liberacidén de transmisores ami-
noiacidos después de.despolarizar las células mediante concen
- traciones altas de K+'egtraceiu1a+ (Skyova 1981), o por esti
mulacién eléctrica ( Gardner 1981; Iversen 1973), junto.con-
otros sitios no sindpticos como el soma neuronal (Sandové? -
1981). De ésta forma se ha sugerido que el GABA liberado --—
por una despolarizacion de 1$ glia ejerce un efecto modula--
dor sobre 1las célu]as‘circunvecinas (Schoy .1974; Bowery - --
1972). Una caracteristica.distintifa de la liberacién de --
células gliales es que esta no requigré de Ca++ (Sandoval -=-

1980).

e).- ldentidad de accién farmacolégica: Agentes que -
interactiian con factores sindapticos fisiolbgicos, deben in-=-

teracionar de la misma forma que el transmisor propuesto.

Desde el punto de vista fisiolégico, este criterio se-

fiala que el candidato a transmisor produce los mismos efec--
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tos que el transmisor natural cuando el primero se aplica --

fontoforéticamente.

1).- Es posible destacar'que este criterio sefiala béj
sicamente 1a presencia de receptores postsinapticos especi--

ficos para los diferentes transmisores.

II).— Actualmente se considera que el receptor es una-
. proteina fntegra] (Slotking 1978), que posee un sitio acti--
vo, semejante al de una enzimé, que une la sustancia ligando
esto es el transmisor. Cuardo el receptor es ocubado por su
ligando, induce un cambio comformacional de una proteina que
puede estar regulando un canal i6nico en la membrana (Chan--
geous 1976), una ciclasa unida a un nucleétido (Orly 1976),~
o0 algin otro sistema de amplificacién de séﬁaigs que puede -

ser o no parte integral de la molécula receptor.

IIT).- Uno de Tos receptores que ha sido mejor caracte
rizado tanto bioquimicamente como fisiolégicamente es el re-
.ceptor a la acetil colina en el 6rgano,e1éctrjco de TORPEDO-
CALIFORNICA (Raftery 1976), y en la placa neuromuscular de -
vertebrados (MIledi 1971), donde la densidad- de receptores -

es muy alta.

IV).~- E1 estudio bioquimico de los receptores en SNC -
se ha fundamentado bdsicamente en la interaccién del transmi
sor con su receptor en preparaciones membranales sindpticas-

aisladas. Mediante este tipo de técnicas se han podido cong
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cer los factores que determinan la uni6n del transmisor con-
su receptor correspondiente. La capacidad de unidn que mues
tran los transmisores a las membranas sindpticas aisladas és
de alta afinidad y puede ser reconocida como postsindptica -
y distinguida de la unidn del transmisor al sistema de trang
‘porte presindptico, ya que este iltimo requiere de la pre- -
sencia de Na+ en el medio de incubacién (Fagg 1979), mien- -
‘tras que la unién al receptor postsindptico es independiente
de Na+ (Bennet (1978). Actualmente se han identificado con-
esta metodologta feceptores postsindpticos de algunos neuro-
trasnmisores {(Kuhar 1978), comc los del GABA y la glicina en

SNC de mamiferos (Enna 1976, Young 1974).

1.6. Modelos utilizados en el estudio de la identifi-
cacidon de neurotransmisores. Para la aplicacidén de los cri-
.terios antes mencionados se han utilizado animales completos

0 preparaciones in vitro.

Entre las técnicas in vivo se encuentra la supérfu - -
sidn de dreas especificas del SNC, en Jos animales manteni--
dos bajo anestesia, 0 a través de la implantacién de cdnulas
en forma crénica que permiten l1a superfusién en el animal --
despierto y con libertad de movimiento (Ashkenozi 1973). - -
Los modelos in vivo son poco utilizados, ya que la implanta-
cidn de cdnulas en el cerebro dafia Tas. células adyacentes, -
To cual no permite'conocer con certeza el estado funcional -

del drea de superfusion.
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En los estudios in vitro se pueden utilizar rebanadas-

de zonas restringidas de cerebro completo, o de diferentes -

dreas del sistema nervioso (Lépez-Colomé 1378); sin embargo-

en esta preparacidn existe una ambiguedad, ya que existe una

heterogeneidad de la poblacién de terminales sindpticas.

Una de las preparaciones mis utilizadas como modelo para el-
estudio in vitro de la transmision sinéptiéa es la de termi-

nales sindpticas aisladas también conoc1das como sxnaptoso——

mas. Este tipo de preparacidén conserva la mayor1a las ca~

-

racteristicas citoquimicas, fisio]égicas y bioqufmicas de 1la

terminal integra (Feria-Velasco 1976). Sin embargo, uno de-

los problemas que plantea esta preparacién es la contamina--
cién en diferentes.grados con otros elementos subcelulares,

tanto de origen neuronal como g1ié1. En algunos casos dicha

contaminacién puede llegar a alcanzar un 15% del total de --

sus constituyentes (Pérez de la Mora 1973).
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2.- DOPAMINA Y NOEPINEFRINA EM EL SISTEMA NERVIOSO

De todos los transmisores en el SNC, la Da ha sido uno
de los mds ampliamente explorados, debido a que este neuro--
transmisor esta muy relacionado con patologias neuroldgicas,

siquidtricas y endocrinclégicas.

La investigacidn de ia dopamina como neurotransmisor -
comienza a partir de los afios 50s con el descubrimiento de -
ladisminucién de la Da en los ganglios basales de 1os pacien
tes muertos bor 1a enfermedad de Parkinson (Ehringeer 1960);
asi como del tratamiento clinico de esta enfermedad mediante
la administracién de.precursores dopaminérgicoes (Birkmayer -
1962). Consecuentemente a esto, se inicid el estudio y ex--
.p1oracf6n de la sTntesis, metabolismo, almacenamiento, libe-
racién, recaptura y distribucidn de las vias dopaminérgicas-

en el cerebro.

A partir de 1972 comienza la investigacidn en tormno a-
los receptores dopaminérgicbs los cuales parecen estar rela-
cionados con la esquizofrenia, ya que se ha visto que las --
drogas empleadas para controlar esta enfermedad tienen una -
estrecha relacif6n con estos receptores. También se descu- -
brié que 1a estimulacién de las neuronas por dopamina in- --
fluia en los niveles de 1a enzima adenilato cicliasa (Keba- -
bian 1972}); posteriormente se descuﬁriﬁ que esta enzima ac-~

tia como mediador entre el neurcotransmisor y sus efectos - -
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postsindpticos a largo plazo.

Se ha demostrado que la Ne cumple los criterios bési7~
cos postulados para calificar a Tos transmisores, en algunas
dreas del SNC. Se han logrado avances importantes en este -
punto en parte, gracias a los mé&todos .histoquimicos de loca-
lizacién de transmisores (Berger, 1976); también se ha logra
do detectar que 1os metabolitos de la Ne disminuyen después-
de la activacién de la l1iberacidén. Se ha observado que la -
estfmu1aéi6n neuronal con Ne aplicada iontoforeticamente es-
antagontizada por fenotiacinas, por cobalté o litio; asi como
bor prostaglandinas y los antagonistas béta—adrenérgicos. --
Adeﬁés de las evfdencias a favor del pabe1-de la Ne como - -
transmisor en el SNC, se ha sugerido que esta podrfa también
tener un papel como modulador, ya que se ha observado que el
cortex auditivo de los simios, ardillas y en el cerebelo de-
ratas, la Ne incrementa la conductancia iénica, aumentando -
1a duracidn de inhibidores noradrenérgicos o la velocidad --

de esta accién por periodos considerablies (Félk 1962) .

2.1- DISTRIBUCION DE Da y Ne EN EL SNC.

La Ne y 1a Da se encuentran en un nimero importante de
sinfipsis en el SNC, Estas aminas pueden ser sintetizadas --
Tocalmente en los cuerpos celulares, en axones y varicosida-

des de las neuronas aminérgicas.
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De acuerdo a estimaciones hechas en las neuronas adre-
nérgicas periféricas, la concentracién de los transmisores -
en la terminal varicosa es muy grande, aproximadamente - -
10,000 ug/g, o en la terminal ax6nica 100 a 150 ug/g {Nor- -
berg y Haberger 1964).

Con el desarrollo de las técnicas de tincién selecti--
va, se ha podido obtener abundante informacidn sobre la dis-

tribucién anatdmica de los distintos transmisores.

Con estas técnicas se ha logrado determinar que los --
transmisores no tienen una distribucién difusa por todo el -
tejido cerebral, sino que se localizan en centros discretos,

asi como en vias concretas.

L; distribucidn cerebral de transmisores mas conocida-
es 1la de las monoaminas, Ne y Da, y serotonina, debido en --
parte a la particularidad de reaccionar con formaldehido o -
con dcido glioxdlico, dando productos de fluorescencia ver-- .
de o amarilla. A través de esta técnica, se ha puesto de --
manifiesto que muchas de las cé&lulas del cerebro que contie-
nen Ne, se encuentran concentradas en un pequefic grupo de --.
neuronas del tallo cerebral denominado Locus Coeru1eu§; Tos -~
axones de estas neuronas estdn altamente ramificados y alcan
zan diversas regiones como el Hipotdlamo, Cerebelo y el En--

céfalo Anterior.

La Da es uno de los transmisores mas ampliamente dis--

tribuidos en el reino animal, se le encuentra en los inver-
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tebrados, en los nﬁc!eos basales de vertebrados inferiores,
asi como en hipotdlamo y retina. En los mamfferos la distri
bucidn de la Ba es deérente a la de Ne, y constituye mas ~-
del 50% del contenido catecolaminérgico del SNC, estando am-
pliamente concentrado en el Cuerpo Estriado y en el Septum -
del Nucleus Acumbens (Holzhaur 1979}; también se 1e ha encon
trado en tejidos periféricos donde probablemente funcione --

como neurotransmisor (Lackovic>1982).

La distribucidén por rangos de concentracién en las di-
ferentes dreas del cerebro, de mayor a. menor grado es: gan--
glios basales y Nucleus Acumbens > Hipotdlamo = Amigdala

= Septum >» Mesencéfalo => Médula > Cortex: = Tdlamo

> Hipocampo (Brownsiein 1974). Sin embargo, algunos ni- -
cleos pobres en regiones dopaminérgicas, presentanlaltos ni-
veles de Da. E1 contenido mids alto se ha localizado en la - :
region Caudo-Putamen, en el Tubérculo 01Ffatorio, Nucleus ~-
Acumbens, en el orden de 85-100 ug/g proteina (Bertha Kali--

fon 1984).
2.2.- BIOSINTESIS DE Da y Ne EN EL SNC.

Debido a que la Da no atravieza la barrera hematoence-
fdlica, esta es sintetizada por completo en las terminales -~
dopaminérgicas a través de una serie de reacciones quimicas;
comenzando a partir de 1a formacidon del aminodcido tirosina,

mediante una hidroxilacién catalizada por Ta enzima fenila--
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lanina hidroxi]aéa; que es especifica én Ta orientacidén para
el anillo fenf]o; Una vez formado el amfnoécfdo_tirosina, -
éste fluye en é1 torrente sanguineo dirfgféndbse a sus si- -
tios de»reaccién, pudTéndose encontrar en los me1an6citos, -
donde e§ respdnsab]é de 1@ formacién de Tlos pigmentos de me-
janina. Otra ruta del metabo]fsﬁo de la’ tirosina, es la - -
ﬁformacfon de cateco]am1nas como 1a Da Ne y ep1nefr1na, to—-*
das 1as enz1mas necesar1as para 1a 51ntes1s de las catgcq]qf'
minas, se encuentran dentro de ]as fefﬁﬁn}]es”hervibsgs. - -
A 1a 11egada de la t1ros1na a la term1na1 nerv1osa, éétd-su—g

'fre una h1dr0x11ac16n por Ta presenc1a de 1a t1ros1na h1dro-

vx11asa,:formando d1h1qroxjfen1]a1an1nau(L—DOPA); a trave;_qe-'.

_la déscarboxilaci6n de.la;L-pQPAlpb& 1; enzima dopa decarbo-
Xilasa, se forma el transmi§5}:D§1(Bés$op’1973'y Murring - -

1976) 3

Los n1ve1es de Da en 1as term1na1es nerv1osas pueden -

" ser regu1ados, b1en durante ]a s1ntes1s por 1a concentrac16n

.dg1<ppgcursor, por 1nducc16n 6 represxén de 1a enz1ma t1ros1
na hidroxiTésa,'o por 1nh1b1c1on de: la enz1ma am1noéc1do aro
‘matico’ descarbox11asa que cata11za la descarb0x11ac16n de la:
L- DOPA esto ha s1do observado en teJ1do per1fer1cos y en e1
SNC. Basandose en 1os estud1os rea11zados durante 1a act1v1-
dad neurona1 cuando se ha dlsparado por ]argos pericdos, -
se ha observado que 1os grados de 51nt951s de 1a t1ros1na --

h1drox11asa Y. Ia Da h1drox11asa se lncrementan,’por Tos que=~
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se han postulado dos seryo mecanismos a nivel de la terminal
nerviosa.‘ E1 primero que dice que la tirosina hildroxilasa-
es un factor limitante; los procesos de sintesis estan mode-
radamente inhibidos por Tlos productos terminales cuando han-
sido almacenadas cantidades suficientes. E1 exceso del trans
misor inhibe la futura actividad de esta enzima por competen
cia con el sitio que une al cofactor pteridina. Cuandc el -
transmisor es 1iberado, los niveles liﬁres decaen resultando
en una desinhibicién de 1a enzima. Segundo, cuando una de--
"polarizacién 1lega a la terminal, la tirosina hidroxilasa --
sufre una activacidén tal qﬁe presenta una alta afinidad por-
el cofactor pteridina y comienza a ser menos sensible al pro
ducto final de inhibicidn. Lavmod%ficaciﬁh‘de esta molécula
podria dar como resultado una fosforilacidn reversible o in-

flujo de Ca ++ (Joseph -T. Coyle).

La Ne es el metabolito subsiguiente a la Da en el me--
tabolismo de la tirosina. Durante sus sintesis presenta dos
tipos de regulaciones: a).- la requiacién rapida, en la cual
Ja enzima Da beta hidroxilasa, que se encuentra dentro de --
las vesiculas en la terminal sindptica, cataliza la Gltima -,
’eféba de Ta sintesis de Ne, y estd controlada por la tirosi-
na hidroxilasa que cataliza la primera etapa. Esta enzima -
se Tocaliza extravesicularmente siendo dependiente de ékige-
no, ademds tienen un absoluto requerimiento por reducir el -
cofactor pteridina, estando sujeto a una inhibicién de re- -

troalimentacién por los productos intermedios de la sintesis
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de Ne, por la Ne en si y por ]65 metabolitos de é&sta. E1 in-
cremento riapido de la sintesis de la tirosina hidroxilasa, -
estd sujeta a mecanismos reguIatoribs‘1entos. Durante las -
manipulaciones que producen induccidén de la Da beta hidroxi-
lasa en las neuronas noradrenérgicas periféricas y centrales,
también-causa induccidén de la tirosina hidroxilasa, esto se-
ha podido observar en 165 incrementos de la actividad enzi=-
mitica de los ganglios periféricos y en las neuronas centra-
les, al mismo tiempo Que para la Da beta hildroxilasa pero -
mucho mas grande, erido probablemente a que la remocién de-
1a enzima del cuerpo ce]u]af es por transporte axopldasmico,-

siendo &ste muy lento (Leroy 1982).

2.3- FARMACOLOGIA DE Da y Ne EM EL SNC.

Desde el deécubrimiento de los neurolépticos utiliza--
dos en 1osrpacientes esquizofrénicos hasta la fecha, se han-
descubierto numerosos compuestos, los cuvales han servido - -
ademas para el estudio de las catecoldminas en el SNC. Por-
1o general, estas drogas modifican el metabolismo, asi como-
el patrén de descarga de las ‘neuronas cateco]aminérgicas. -
La accidén de estos compuestos puede llevarse a cabo especi--
ficamente en diferentes niveles del metabolismo de las cate-
colaminas. De esta forma se han descrito dfogas que son ca-
paces de inhibir la sintesis de catecolaminas, como la alfa-

metil p-tirosina, alfapropil dopacetoamida, p-clorofenilala-
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nina y la alfa metil tirosina (Costa 1966). 'Otros agentes -
quimicos son capaces'de inducir 1a desaparicifn de las cate-
po1aminas de su sitio de £1macén; el mds ampliamente utiliza
do es la Reserpina, la cual tiene un efecto sedante que dis-
minuye después de 24 a 48 horas de su aplicacién; tamb{én --
se ha podido observar que la reserpinﬁ inhibe 1a captacién -
de la Da a 1as‘vesicu1as sindpticas, bloqueando ademis las -
etapas finales de 1a sintesis de Ne. Por tal mofivo ta con-
centracion endégena de Ne no se reﬁtab1ece sino &espués de -
487hr. de su aplicacién (Haggendal 1963, 1964). También - -
~ha Sido posibie detevminar que una de las sustancias activas
de 1la Réserpiné el Serpacil, puede funcionar como desacoplan
~te de la fosforilacidn oxidativa de las mitocondrias de cora
z6n (ﬁgfnbach 1983). Los alcaloides Raumolfia, que incluyen
1a Rascimoni;, Raunescina y la Reconescina, exhiben acciones
de vacio similares (Shore 1962). Otros agentes quevéon muy-'
similares a la Reserpina son las Benzoquinolinas, de las cua
les 1a tetrabenoiina es 1a méas conocida (Pletscher 1962). --
Estos agentes son.mehos potentes, de corta duracidén, pero --
son mas se]ectivosvpara las catecolaminas que los alcaloides
antes descritos. Algunas sustancias impbsibi]itan la activi-
dad catecolaminérgica, impidiendo l1a recaptura de las cate--
colaminas; por‘ejemp1o Ta p-oh;anfétaminé. 1a p-tiramina, Tla
Feniletilamina, 1a Octopamina, etc. Estas sustancias permi-
ten un aumento en los niveles catecofaminérgicos de el espa-

cio simdptico dando como resultado que la sensibilidad del -



26

receptor sea alterada (Raitieri 1976). Ppr otra parte, las-
catecolaminas que se encuentran en estado libre son transpor
tadas a 1a'ﬁftocondria y metabolizadas por 1a monoaminoxidasa
{MAO), eéta enzima puéde ser inhibida por drogés como la - -
Iprdmiaiida, Nialamida, Harmalina y la Pargilina; esta alti-
“ma droga junto con 1a Reserpina han sido ampliamente utiliza
das gomo un modelo para el estudio de los procesosde libera-
ci6n de catecolaminas, ya que proveen una marcada acumula- -
cibn tanto de Da Eomo de Ne en el citoplasma de las termina-
les nerviosas catgcolami1nérgf¢as (Carison 1966; Glowinski -

'y Baldssarini 1966; Inversen -1967).

METABOLISMO DE ACIDO GLUTAMICO Y GABA.

E1 dcido glutamico cumple con varias funciones en el -

metabolismo del tejido nervioso:-

E1 dcido glutamico no es transportado de la sangre ha-
cia el tejido nervioso en cantidades apreciabfes,'bof io que
debe ser sintetizado en .el tejido neural. El precursdr' - -
principal en la sintesis de acido glutdmico 'es 1a glucosa; -
el flujo de dcido glutdmico a partir de 14C -glucosa, véria—
de 30-80 % (Ba]aés y Halsam, 1965; Shank y campbell, 1983),-
por 1o que el écido glutdmico es un metabolito importante --

en el metabolismo de Ta glucosa én el tejido nervioso.

E1 8cido glutamico ha sido postulado como precursor --
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del GABA (Baxter, 1970; Tapia y Gonzalez, 1978) aunque aigo-
del GABA puede ser sintetizado a partir de putresina (Seiler
y Eichentopf, 1975). La enzima que sintetiza el GABA a par-

tir de glutamato es la glutamato descarboxilasa (GAD) (Tapia

1973). Por estudios de inmunocitoquimica se ha visto quée es
ta enzima se encuentra fundamentalmente, si no exclusivamen-

te en las nelronas GABAérgicas (Barber 1978).

La éoncentraéién de &dcido gTutémicoben el tejido ner--
vioso es ée 8 a lo'wmolll, 1o que contribuye con 2 a 5 % de;
1a osmolaridad total int}a€e1u1ar. Si tomamos en cuenta que-
la carga negativa de las proteinas esta dada por el radical-
carboxilo de los acfdos glutdamico y aspdrtico, su contribu--
.cién a’'la carga anidnica intraceiu]ar debe ser afin mayor - -
(Shank y cambell (1983). Se ha propuesto que el metabolismo
del dcido glﬁtémico se encuentra compartamentalizado en al -
menos dos pozas que corresbonden a dos modalidades del cicio
_de Krebs, y posiblemente en dos tipos celulares en el tejido
nervioso, por lo due se ha propuesto que tanto el &cido glu-
tamico como el GABA se encuentran almacenados en pozas cito-
plasmaticas accesibles para su Tiberacién (Vanderberg 1976:-~"

" Tapia 1980).



28

OBJETIVOS::

-vConccéé 10; requerimnientos de Ha+ axterno Para la liberacidn de
'neuﬁotfansmisores localizados en distintas Pozas de almacenamiento.
particularnante uesiculédqs sinépticos‘c citoplasmiticos, asi como
eztudiar mediants mahipuila;ibn farmacoldlica. lés cambios en 1a

dependencia idnica Para la liberacidn de transmisores cuvra poza de

i

Amascenamiento wesicular ze tranmsforma en’ una Poza citoPlasmdtica.



29

MATERIAL.

Todos 1os compuestos utilizados son de grado reactivo.
Los compuestos fueron adquiridos en Sigma Chemica] Co. (St
Louis, Mo), fueron dcido ascdrbico, dimetil sulféxido, mo--
nensina, octahidrato de ouabafna, pargilina, qdinidina,'tri
ton x-100. Los discos de filtros Millipore de 25 mm de - -
diémegro tipo P 040 fueron adquiridos en los laboratorios -
Bio-Rad (Richmond, Ca). La dopamina 3,4-; 8 3H (n) con ac-
tividad especifica de 31.6 Ci*mmol-1, el dcido glutdmico --
con actividad especifica de 40 mCi*mmol-1, el &dcido gama -~
amino butirico (2,3-3H(N)) con actividad especifica de 33 -
Ci*mmoi-l, y el clorhidrato de norepinefrina (7-3H (N)) con
"~ actividad especifica de 10.9 Cnmol1-1, se obtuvieron de New-
Eng]and Nuclear. Las ratas que se utilizaron en todos los-
experimentos fueron de la ceba Sprague~-Dawley, adultas de -

entre 200 y 250 g. de peso aproximadamente.
METODOS.

E1 tratamiento para l1os animales reserpinizados fue -
de 8 mg. de reserpina pof kilo de peso en un volumen de - -
0.8 m1 de dimetil sulf6xido intraperitonial de 18 a 24 h --
antes del sacrificio. A los animales control solo se les -
admimistré dimetil §u1f6xido siguiendo el mismo procedimien
to para los reserpintzados. Las ratas utilizadas fueron --

sacrificadas por decapitacion. Inmediatamente después, se-
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procedid a éxtraer el nidcleo caudado.
Obtencidén de 1a Fraccidn P2.

E1 tejido se'homogeneizéAén sacarosa 0.23 y se obtuvo
la fraccién sinaptosomal cruda por centrifugacién inicial -
de 1200 x g por 10 min, el sobrenadante_reguitante fue cen-
trifugado a 17000 x é por 10 min. La,ﬁasti1]a obtenida en-
esta d1tima centrifugacidn sera referida-como~fra§cién p2 -~

o fraccidon sinaptosomal.

Experimentos de. liberacidn.

1

La fraccién p2 fue resuspendida en un amortiguador -

Krébs-bicarbonato con una composicién milimolar de NaCl,

115; KC1,3; CaCl2, 2; NaHPO4, 1.2; MgSO4, 1.2; NaHCO3,

25; glucosa, 10; mantenido a un pH de 7.4 burbujeando con -

una mezcla de 5% de €02, 95% de 02.

A las alicuotas de la fraccidén sinaptosomal (15 a 20-
mg/ml}, se ]es‘aﬁédio 0.1 mM de dcido- aminooxacético o 1lmM-
de dcido ascérbico y 0.1 mM de dcido aminoéxacético 6 ImM-
de acido ascbérbico y 0.1 mM de pargiiina para la captacfdnJ
de 3H dcido glutdmico, o 3H GABA~y 3H norepinefrina,’?espeg
fivamente. En'segyida de una preincubaﬁién de 3 min a 37 -
C se afiadieron alicuotas de los neurotransmisores marcados-
y se les fncubé por 10 min mas. Para el estudio de.los va-
lorés basales y dgv11beraciﬁn estimulada, se tomaron alicuo

tas de 1 ml y se depositaron en unidades de filtracidn Mi--
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11ipore (ver figura).

E1 medio fue extraido por succidn y se lavo la mues--
tra 6 veces con 2 mi de amortiguador Krebs-bicarbonato 1i--
bre de Ca++ que contenia 2 mM de EGTA.. La duracidn de cada
lavado fue de 20 segundos y cada 1avado fue seguido por la-
aplicacién de vacio durante 20 segundos, inmediatamente des
pués rse ap1ic6415 estimulacidn con un -medio Krebs—bicafbohg
to conténiendo K+ 56mM (modificando isosméticamente la con-
centracidn de MNa+ por K+) en presencia o en ausencia de 2 -
mM de Ca++, veratrinavaluna concentracién de 60 mg/ml en --
presencia o augencia de 2 mM de Ca++, ouabafna 4 mM sin - -

Ca++, quinidina 1.4 mg/mi y monensina a concentraciones de-

0.1, 1.0, 5.0, y 10 uM (Sandoval 1980 y 1985).

Posteriormente, se colectaron los fi1trado§ y se les-
agregd 10 ml de tritosol para cuantificar la radicactividad
1iberada..asi_como la radiactividad retenida enuelujjitro -
'para hacer los c4lculos correspondientes. La determinacién
de proteinas se realizdé de acuerdo al método de Lowry y col -

1951.

La monensina asi como la ouabaina fueron disueltas --

en una solucién al 0.05 % de etanol.
Expresidn de los resu1tados

Liberacién de los diferentes transmisores
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dpm en el filtrado de cada pulso

indice en % de liberacién =
dpm del filtro+ dpm totales en -
el tejido -~
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RESULTADOS.

Como es sabido, el alcaloide veratrina despolariza --

las terminales nerviosas por apertura de los canales a so--

dio sensibles a voltaje, prdvocando la acumulacién de Na+

en las. terminales nerviosas (Ulbricht 1969., Otha et al 1973
Blaustein y Goldring 1975). Otro método empleado es.1a uti

1izaci6n'de ion6foros selectivos como al mdnensina; que - -

transporta selegtivamente Ma+ a través de la membrana.
Liberacién de Da.

En la figura 1 se muestra el efecto de 3 pulsos de --
veratrina (60 mg/ml) sobre la liberacidn de Da de l1a frac--
cidén sinaptosomal, tanto de animales tratados como reserpi-

na como de animales control. En la grafica de la izquierda

‘correspondiente al grupo control, se conserva que durante -

el primer pulso de veratrina se da un incremento del 200% -

sobre la linea basal de liberacidn, prosiguiendo este aumen

to hasta terminar con un 400% sobre la 17inea basal de libe-

racién en el tercer pulso. Cuando se afiadié 2mM de Ca++ en

presencia de veratrina, se observd un incremento del 600/,-

"el cual disminuyé durante los siguientes pulsos hasta fina-

1izar en un 500% sobre la 1inea basal de l1iberacién.

En la grdfica de la derecha {(animales reserpinizados),
se observa durante el primer pulso de veratrina un incremen

to del 200 %, durante el segundo pulso un incremento del --

-
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400% disminuyendo en el tercer pulso hasta un 360/ sobre la-

1inea basal de liberaciodn.

La depolarizacion producida, por veratrina con 2mM de
Ca++ muestra un aumento del 560%, manteniéndose durante el-
segundo pulso y disminuyendo en el tercer pulso a un 400% -

sobre 1a 1inea basal de liberacién.

Ei ionéforo gspecifico para. el Na+, monensina, tam- -
bién fue empleado como agente despolarizante. En la grafi-
ca iiquferda de la figura 1 se muestra el efecto de diferen
teS'concentraciones-del iondforo SObfe 1a liberacién de Da.
A una concentracién de 0.1 mM se observa un incremento del-
502 sobre la 1inea basal de liberaci6n Gnicamente hasta el-
tercer pulso. Cuando se aumenta la concentracién a 1 y 5 -
‘mM de ﬁonensina se observa un ﬁncremento-ma}cado en la Tibe
vraﬁiﬁn de hasta 12 veces la liberacidn basal en el tercer -
puiso de 5SmM de monensina. Una concentracidn mayor del - -
- ionéforo (10mM) tiene un efecto si@i]ar. En la grafica de -
ta derecha, se muestran los resultados qbtenidos con dife--
rentes conceﬁtraciones.de monensina. En el caso de las con
centraciones 0.1 y 1.0 fue similar que en é1 control, excep
to que a 5mM, en el tercer pulso es de 10 veces i1a linea --

basal de 1iberacién.

En muchas preparaciones de tejido nervioso, la estimy

lacién para ta liberacion de transmisores se induce median-
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tevconcentraciones altas de K+ en ausencia de calcio exter-
no. Ademds se ha postulade que la estimulacién con concen-
traciones altas de potasio provoca un incremento en la en--
trada de Na+ en preparaciones sinaptosomales (Sandoval - -
1980). También se ha observado que inhibiende Ta ATPasa -
‘Na+-K+ con ouabaina se induce un incremento en 1a concentra
ci6n interna de Na+, dando como resultado la liberacidn de-
transmisores. En la figura 2, se observan los incrementos-
producidos por la estimulacidn con concentraciones altas --
de K+ (56mM). En la preparacién control (izquierda), en --
.ausencia de Ca++, el incremento se mantiene en un 130% en -
los primeros puléos. disminuyendo en el tercer pulsc a un -
40% sobre 1a 1fnea basal de liberacién. Cuando se Te afa--
di6é 2mM de Ca++, Ta 1fnea basal se incremento en un 130%, -
con 56mM de K+ y de 2mM de Ca++ el incremento fue de un - -
- 630%, disminuyendo en los siguientes pulsos para terminar en
un 160/ sobre la linea basai de liberacidn-' Cuando se die-
ron pu]sos con ouabaina (4x10-4M) no hubo modificacidn algu-
na.v En la grdfica de la derecha se muestran ]os resul tados
‘de los animales reserpinizados. La estimulacién por K+ --
56mM fue de un 300% disminuyendo hasta un 106% sobre la 11-
nea basal en el tercer pulso. Cuando se afiadié 2 mM de, - -
Ca++, el incremento fue de un 66% sobre la l1inea basal, - -
estimulando 56mM de K+ y ZmM de Ca++ e1'incremento fue del-
360% sobre Ta 1inea basal de liberacién. Cuando se éstimu—
16 éon ouabaina, solamente se observé un incremento del - -

60/ sobre la 1inea basal de liberacidén hasta el tercer pul-
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so. En presencia del iondforo monensina, iinicamente hubo.—
un incremento del 100% durante el segundo pulso a una con--
centracioén de 0.1mM sobre 1a T1inea basal de liberacién. - -
Concentraciones mds altas del ion6foro incrementaron 350% -
la 1iberac16n en el tercer pulso y 9.5 Veces la 1linea basal,

a una concentracion de 1.0 y 5mM respectivamente.

En 1a grafica de 1a derecha de 1a figura 3 se observa
que -en animales reserpin%zados ta Tiberaci6n por veratrina-
fue de 100, 350 y 275% durante el primero, segundo y tercer
pulso, respactivamente.' Cuando se aﬁédié 2mM de Ca++ junto
con veratrina, la liberacion de Ne fue de 425% en el primer
pulso, de 600% en el segundo pulso ¥y de 450 en el tercero.-
E1 porcentaje de Tiheracidn con mopensiha 0.1uM fue del 50%,
con‘ﬁna concentracidén de 1.0uM sé incremento desde el pri--~
mer pulso, culminando en un 200% en el tercer puiso; con --

.5mM el mdximo incfemeﬁto fue del 700% en el tercer pu1so.

En 1a figura 4 se muestran 1os resultados del efecto-

‘del K+ alto, quinidina y gramicidina sobre la liberacidén de’
Ne. " La gramicidina, se ha observado induce el transporte -

"K+,Na+ ¥ otros cationes monovalentes a través de las membra
nas de mitocondrias, eritrocitos y sinaptosomas (Lenhinger-

1984). Balser y Anderson (1969} han reportado que el alca-

Toide quinidina provoca contracturas en muchas preparacio--

nes aun si estas se encuentfan en medios libres de Ca++, --

han propuesto que este alcaloide induce el movimiento de --
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Ca++ desde compartimentos intracelulares.

Cuando se estimuld con K+ se observé que, en Ta prepa |,
racidon control l1a estimulacion durante-el primer pulso de -
K+ fue de 40%, disminuyendo en los siguientes pulsos hasta-
un 20% en el tercer pulso. Al afiadir 2mM de Cat++ la estimu
lacidon 1legd hasta un 450% en el primer pulso y terminéd - -

en un 100% en el tercer pulso. . -

La estimulacién con quinidina (2mM), induce un incre-
mento de 150% durante el primer pulso, un 215% durante el -
segundo pulso,culminando con un 250% durante el tercer pul-

SO.

En Ialgréfica de la de la derecha se muestra que en -
1a preparacidén reserpinizada, 1a estimulacidon por potasio .-
alto durante el primer pulso fue de 112%, disminuyendoAhas~
ta un 95% sobre la 1fnea basal en el tercer pulso. Cuando-
se dieron estimulaciones con potaﬁio alto y calcio, se ob--

servé un 95% sobre la l1inea basal en el tercer pulso. La -

t

estimulacién con,gramicidina produjo un incremento de 85%

durante el segundo .pulso un 85%, disminuyendova 75% sobre

1a linea basal en el tercer pulso.

Liberacidén de GABA

‘La figura 5 muestra la liberacidn de GABA inducida --

por monensina y valinomicina. La grdfica.de la izquierda-
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muestra la liberacién inducida por diferentes concentracio-
nes de monensina. Con una concentracién de 0.1 mM no hubo-
modificacién aparente en la liberacién, mientras que con --
1.0 mM se incrementd la liberacidn de GABA- en un 330% en el
priher pulso 170% en el ségundo, disminuyendo a 240% sobre-
1a 1inea basal en el tercer pulso. En la gr&ffca de la de- .
recha la presencia de valinemicina (1.0uM) un ionéforo se--
lTectivo para K+, no modificd précticamente ]a'libergcién de

GABA.
Liberacidn de Acido Glutdmico.

_En la grdfica de la izquierda de la figura 6, se.obseg'
. va!g] efectorde diferentes coﬁcentfacioneskdel ioné foro ﬁo—
: nenéina y la ausencia de sodio en el medio. En presencia -
de Na+ con 0.1mM no hubo modificacién en la liberacidn deT--
transmisor, con 1.0 mM durante el primer pulso se incremen-
to -en un 190%, en el segundo pulso fue de 450%, disminuyen-
do en el tercer pulso a 275% sobre la lfnéé.Basal derlibeég
cidén; con 5mM en el primer pulso se incremento en 250%, en-
el segundo pulso 500% y disminuyd a un 400% en el tercer --
pulise. Estimulando cbﬁ honensina en un medio sin sodio la-
1iberacion disminuyé un 50% durante 105'3 pulsos .con respec

to a Ta 1inea basal.

En Ta grdfica de la derecha de Ta figura 7 se observa

Ta liberacidén inducida por el ion6foro valinomicina(l.0uM).
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Durante el primer pulso el incremento fue del 50%, en el --
segundo pulso fue del 75%, mientras que en el tercer pulso-

fue del 78% sobre 1a 1inea basal de Tiberacién.



DE LIBERACION

*e

50.0

45.0

40.0

35.0

== = ———— £

LIBERACION DE (3H) DOPAMINA
{RESERPINIZADOS).

50.04

LIBERACION DE (3H) DOPAMINA

45.0
s0.04
38.0-4
30.0-

2.0

LIBERACION

20.0-]

0E

15.04 .

*/e

10.04

5.0

e ———

) ) Jd.

T T T - T T T T T T T
30.0 40.0 500 60.0 70.0 80.0 90.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0

TIEMPO (segundos) TIEMPO (seguados)

Fig 1.Efecto de la monensina ¥ wveratrina sobre- la liberacidn de <IH»Da., de
sinaptozomas de* animale Pretratados con reserfinasderecha ¥ de animales
control izdquisrda. La fraaccidn siarnPtoszomxl fue lavads durante 2@ € vsces
con Riger Krebs—Eicarbonato #h 7.4, due contenfa 1mM de EGTR. DesPu
fraccidnes recibieron 3 Pulscs de Por 33 S. con los dif.estinulos.Lloz re
estan exPresado:s como 21 indice en 21 X de liberacion.las cc:ru:entr‘:.y-i\_".-r'.es =
nonensina fuerondus 14,1.90,5,084, 10,00 1ls veratrirna fue de 60 ula-sml con ZmM
de Ca++Xy en ausenciae.la linea Punteada muestra ol efecto basal de
liberacion.lLos resultidos rePregsentin 4-€ exPerimentos.

.

18



LIPERACION

LE

°/s

30.0 -1

27.0 1'

24.0

LIBERACION DE (3H) DOPAMINA

'LIBERACION DE (3H) DOPAMINA
30 (RESERPINIZADOS_)

2.0

4.0
21.04
16.04

1.0

LIBERACION

12.0]

-.;.u#

DE

o/

6,0

| s

3.v

T
30.0

T L B .
40.0 S0 63,0 n0 80.0 $0.0 . . ' 30.0 40.0 ' 50,0 60.0 70 80.0
TIEMPO - (segundos) . : TIEMPO (uoundo-)

Figsura Z.Efecto del K+ ¥ ouabaina sobre la liberacidn de (3H>Da de
siafrtozomas.las fracciorez fueron tratadas como &r la fiSura 1l.Las
concentracidnes fueror K .56mM con ZmtM de Cat+ 0¥ en ausencias ,ouabaina
4x10e—4Mx, La lirea bazal de liberacicn con . linsaz punteadas ¥ con ZmM de Ca+0
cEztos rezultadas refresentan €-8 exPerimertos. .

14



DE LIBERACION

*/e

LIBERACION DE (3H) NQREPINEFRINA LIBERACION DE (3 H) NOREPINEFRINA

3007 (RESERPINIZADOS )

21.07
24.0-]
210
18.0-

IB.OT

120

LIBERACION

DE

*/e

T T 1 T ' T | S T
SQ‘O 40.0 500 60.0 70.0 80.0 90.0 . - 300 40.0 50.0 €0.0 70.0 -

TIEMPO (segundos) . TIEMPO (segundos)

Figura 3. Efecto de la monencina ¥ veratrina sobre la liberacidm de C(SHIMe.Liasz
fracciones furon tratadas como en la figura 1.Las concentracidnes de
morEnsinaduMd fueror.B.1e,1.0%X,.5.048;veratrins 52 u3’ml coh 2mM de Ca+o0.,

ausenciae.la linea bazal de libetacidn con lxnea Punteada.loz resultados
representan 4-6 exPerimentos.

¥ oen

£t



DE LiBERACION

‘e

20.0

18.0

16.0

14.0

12.0

10.0.

8.0

6.0

LIBERACION DE ,(SH) NOREPINEFRINA

la.'é-
6.0
14.0
12.04

10.0+

LIBERACION

200 LIBERACION DE (3H) NOREPINEFRINA
2007 (RESERPINIZADOS)

80—

DE

6.0

4.0

- e

20+

T
30.0

T 1 r T T T T T T
40.0 500 60.0 70.9 83.0 90.0 30.0 40.0 $0.0 60.0 70.0 80.0
TIEMPO (segundos)

TIEMPO {(segundos)

Figura 4.Efecto del K+, Sr‘anuc:.d:.na > ‘Auinidina sobre ls liberacidn de <3HdHe de

CEinaPtosomnas.la PreParacidn fue tratsda como en la fizurs 1.La concentracidn de

K+ 56 mM con 2 de Ca++0, ¥ on ausenciaa,gramicidina 1 us/wlfy auinidina. 2mM X

sLa lirnea basal s=ta réPresentada Por la linea Punteada. Loz resultados musstran
5-8 exPerimentos.

bt



DE LIBERACION

*/e

20.0

8.0
16.0
19.0
12.0

10.0

Ty [

LIBERACION DE (3H) GABA

- R
30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 800

TIEMPO (sagundos }

Figura

3 o la Fraee
ira.E

la izaun
frporeErEira. i, 18, 1.3 X
1.4 X. L 1 =

Frzf

B8 wn
[IRT=E=R A
erimerntos,

- g
900 .

walinomosi
fue trabada oo

&

L=
1irm

LIBERACION

113

./.

20.0
16.0-]
16.01
14.0

12.04

10.0 4

60"

4.0"

2.0+

X w Tl
mo et la
Facto e
[N

Purntesada. log resultados

LIBERACION DE (3H) GABA

- et D e e e e
e e -

T T L

TIEMPO (segundos)

ide e
Pero =im

1D OABRA e

drvzs e
lirwomicdn:

o

T i I T
30.0 400 $0.0 60.0 70.0 80.0 90.0

St



DE LIBERACION

°/e

4.0
12.0
10.0

8.0

LIBERACION DE (3H) ACIDO GLUTAMICO 2o.0-
‘ v v 18.0
16,0
14.0
12.0

10.0

"LIBERACION

8.0

DE

6.0

./l

4.0+

2.0

LIBERACION DE (3H) ACIDO GLUTAMICO

-l__"'—l""" r- R R R I YT T T

30.0 40.0 50.0 €0.0 700 800 2Q0
TIEMPO (segundos) :

realomicies
gz RN
s moreen:

L

| naemasiil Entemuatig Sanst R I S
30.0 400 S0.0 600 MO0 800 90,0

9%



47

DISCUSION:

Los sinaptosomas del niicleo caudado de rata se han --
émp]eado como un modelo para estudiar Tos mecanismos de 1i-
beracidn de transmisores (Sandoval 1975). Hasta el momento
muchos de los estudios. 'se_han airigido principalmente a ob-
servar los efectos de 1a'entradé de calcio a 1a célula a --
través de los cana]es'de76a++ sensibles a voltaje, 1o‘cua1—
trae como consecuentia el d%sparo del acoplamiento estTmu—f
lo-secrecién en el Sistema Nervioso Central (SNC). Se ha -
considerado que el evento critico para la liberacién de - -
transmisores es el incremento de Cat++ en el citosol de Tas-
células exitables se Ha suéerido, que este movimiento po-~ -
dria darse,. ademas del exterior desde los reservorios intra
celulares y de esta manera desencadenar los procesos secre-
torios de las c&lulas excitables. Para el estudio de los -
procesos de liberacidon de transmisores se han empleado con-
centraciones despolarizantes de K+ en medios libres de - --
Ca++, que se sabe estimulan l1a Tiberaci6n de GABA, Ac Gluta
mico'y Norepinetrina en fracciones sinaptosomales y rebana-
das de cerebro (Raitier{ 1975., Madler 1976., Sandoval - -
1978).

Aungue se ha discutido acerca de la especificidad de-
1a estimulacidén por K+ (Vargas y Orrego 1977), se ha visto-
que las catecolaminas al igpa1 que el GABA se acumulan en -

terminales nerviosas de donde son liberados, mas que de con
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taminacién glial (Sandoval 1977.,Vargas 1977). En cuanto -~
a2 la relevancia fisiolégica de Ta estimulacion en 1a libera
cibn por concentraciones altas de K+, se ha observado un --
incremento en el efiujos de K+, a una razén de ipmol/cm2 --
por impulso en Ta concentracién externa deiK+ de entre - -
7.5-10mMo1 durante la actividad de las motoneuronas de la -
médula espinal de rana SGrafe 1982), aunque se ha sugerido-
que estos aumentps en la concentracidn de K+ externo debe--
rian ser reducidos por accién de las células gliales (Coles
1979). Se han observado también aumentos en la concentra- -
ci@n extface]u]ar de K+ hasta de 40 mM, esto debido proba--
biemente a‘una modificacidn del éspacio extracelular (H.D.-
Lux 1986]. Estos aumentos en 1a concéntracién de K+Aproba-—
blemente 1levan a una subsiguiente despolarizacidn dé la --
membrana, la cual trae consiéo una apertufa de canales a --
na#, con la consecuente entrada y acumulacién de este ion -
10 que daria origen, a una movilizacién del Ca++ de poié§ -

intracelulares.

También se han empleado, las propiedades despolarizan
tes de alcaloides como la ouabaina, gramicidina, veratrina,
quinidina, que mimetizan los efectos despolarizantes duran-
te Tos potenciales de accién,-aunque.dependientes'de-Ca++ -
externo. Se Ha reportado que todos estos tratamientos in--
crementan el Na+ interno, estimulando la liberacién de - -

GABA de terminales nerviosas (Sandoval 1978). Ademis, se -
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ha examinado la liberacidn de GABA y dopamina, inducida por
el ion6foro de sodio monensina (Sandoval 1985), as{ como --
también la accién de este iondforo sobre la liberacion de -
transm%sores en las uniones neuromusculares (Meiri y Erul--

‘kar 1981).

Actualmente, se postula ‘que tanto la Da como Ta Ne, -
se almacenan en las vesiculas sindpticas y que de aquf son-
1iberadas durante la estimulacidn fisioldgica (Colowinski -

1975. y Balidessarini 1975):

Se sabe que-la reserpina es'un inhibidor de 1la acumu-
1aci6n de cateco]amina§ en las vesiculas sinapticas in vive,
de tal manera qué en el animal reserpinizado hay una desapa
ricidn -total de catecolaminas en las en las vesfculas sindp
ticas (Ba]desserani.1975., Stajrne 1964., Glowinski 1966.)..
En el caso de las neuronas dopaminérgicas, la reserpina dis
minuye la acumulacién de dopamina en las vesiculas, mien- -
fras que en el caso de las noradrenérgicas Ta Ne tambiéﬁ --
disminuye pero por un bloqueo en la acumulacién de dopamina,
que es el sustrato de la sintesis de norepinefrina que se -
11eva_a cabo dentro de las vesfculas sindpticas. En estas-
condicionesi se forma un sitio de almacen artificial en el-
citoplasma antés de que la catecolamina tenga acceso a la -
mitocondria, donde se lleva a Eabo su degradacidén (Glowins-
qui 1966). Sin embargo si eéta actividad catabélica es in-

hibida mediante pargilina, el almacen en el citoplasma es de
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Targa duracion. Asi es posible tener un modelo especifico-
de un mismo transmisor en una poza vesicular o citopldsmati

ca.

De 1os resultados obrenidos en el presente trabajo, -
se desprende que, la 1iberacién de transmisores es estimula
da por una elevacidén de las concentraciones de sodio inter-
no en terminales sinépticas4purificadas. Dicho fenémeno es
general ya'que tanto los aminodcidos transmisores como el -~
GABA, y el acido glutamico, o las catecq1aminas‘como la Da-
y Ne son liberadas de terminales sinapticas por un incremen

to en el Na+ intracelular.

Desde el reporte de Hodking y Horowicz en 1959 en don
de se muestra la influencia del K+ en el potencial de mem--
brana, se ha observado que el potencial de membrana se des-
polariza conforme aumenta 1la concentraciGh de K+ externo. -
Aiguhos_estudios han mostrado qué_el'a]to K+ no sdélo es un-
estimule para la liberaci6n de sustancias transmisoras, si-
no también es capaz de liberar sustancias sé]ubies int;aneg
ronales (Wakade y Kirpekar 1974, Vargas et el 1977), as§ co
mo aminbécidos presentes en las células g]iafes de la médu-~
1avespina1 de Qaté, como -el GABA y el dcido g1u£5mico - -

(Minchin e Iversen 1974).

En el presente trabajo se observdé, que la 1iberaci6n-
de Da es més sensible a la accidn del alto potasio en las -

preparaciones sinaptosomales no tratadas previamente con --
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reserpina, como ya se habia observado para el GABA en la mis
mas condiciénes (sandoval 1980), sin embargo la liberacidn-
de Ne fue muy pobre, muy similar a 1o reportado en otras --
condiciones de liberacidn, como la superfusidn de rebanadas
(Vargas y Orrego 1§76). Bajo estas condiciones, sin embargo
la presencia de Ca++ en el medio, aumenta considerablemente
la 1T5era6i6n de Ne y en menof grado la de Da. En 1a prepa
racidn pretratada con resefpfna, Ta estimulacidon con K+ -
alto, resulto en una liberacidn considerable tanto para Ne-
como Da, aunque esta ﬁ\tima-ligefémente mayor ya que se in-
cremento en aproximadamente 200% con respecto al incremento
dado para la liberacitn de Ne. La presencia de Ca++ no mo-

dificé sensiblemente la. liberacién de Da o de Na.

De esta manera el tratamiento con reserpina, que in--
‘crementa las pozas éitoplasméticas tanto de Da como de Ne -
abatio completamente 1a dependencia de Ca++ de una manera -
similar para ambos transmisores. Estas diferencias de sensi
bilidad a la estimulacién por K+ en presencia de Ca++ po- -
dria deberse a 1os diferentes requerimientos idnicos de las
pozas citop1asmé£icas y vesiculares de los transmisores., --
En condiciones fisioldgicas Ne esta contenida en las vesicu
las, ya que ese es Su sitio tanato de sintesis como de alma
cenamiento (Potter 1962). En cambio la Da, tiene un sitio-
de almacen t}ansitorio en el citoplasma, ya que aqui se sin
tetiza, pero se almacena en las vesfculas. “Esta diferencia

puede manifestarse en cuanto a su. sensibilidad a la estimu-
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lacidn por K+ en presencia que Ca++ podrfa deberse a los --
diferentes requerimientos i6nicos de las pozas citoplasmiati
cas y vesiculares de los transmisores. En condiciones Fi--
sioldégicas. Ne esta contenida enhlas vesiculas, ya que ese-
es sy sitio tanato de sintesis como de almacenamiento (Pot-
ter 1962)., En cambio 1a Da, tiene un sitio de almacern - -
transitorio en el citoplasma, ya que aqui se sintetiza, pe-

ro se almacena en las vesiculas. Esta diferencia puede ma-

nifestarse en cuanto a su sensibilidad a 1a estimulacidn en
presencia de Ca++, que aparentemente es un requisito indis-
pensable para la 1iberacidn estimulada por K+ y Ca++ tanto-
para Ne como para SHT (Beas 1984). Asi bajo estas condicio

nes 1a ne que es vesicular depende en mayor grade de Ca++

que la Da que podria poseer un comportamiento citoplasmdti-
co. '

Se ha mostrado que e¢1 glicosidico ocuabaina induce un-

incremento en la concentracidén interna de Na+ como resulta-
do de 1la iﬁhiubicfén de 1a ATPasa Na+-K+ (Hodquino 1985,. -
Esquerro 1980., Anuis 1981), Locual conduce a un incremento
en‘1a liberacién de GABA de preparaciones sipap;osomales de
cerebro (Sandoval 198Q) y de catecolaminas de gléndula -~ -~
adrenal de gato (Garcia y GArci; 1981., Mosaurel 1984). - -

En nuestros'experimentos, solo se observé un incremento cla

ro de la liberacidén de Da en el tercer pulso de estimula- -

cién en la preparacién de animales tratados con reserpina.-
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Estos resultados nos muestran que la preparacidén reserpini-
zada es mas sensible a los cambios en Tos flujos idénicos. -
Sin embargo, esta falta de aumento en la liberacidon de Da -
bien puede ser debida a que'1a concentracién de ouabaina no
fue 1a adecuada, o bien.que el tiempo transcurrido entre la
estimulacién y el tiempo de liberacién es muy corto, ya que
se ha observado que el tiempo de inhibicién de 1a ATPasa --
es de 30-40 min. en la g]énduia adrenal de gato (Garcia y -

Garcia 1981).

Anderson en 1972 y Balser en 1969 reportaron que e1 -
a1ca1o1de quiniodina provoca contracc1ones en preparac1ones
.de misculo en med1ps libres de Ca++, por 10 que han propues
to que 1la quinidfna induce la liberacién de Ca++ desde com-
partimentos intracelulares. También se ha propuesto que el
Ca++ mitocondrial deberia ser el sistema afectado, ya que -
se ha observado la salida de 45Ca++ desde preparaciones mito
condria]es de cerebro, asi como de preparaciones mitocon- -
dr1a1es de misculo por estimulacidn con qu1n1d1na. La esti-
mulacion con este alacaloide en nuestra preparac16n, mostro
un 1ncremento considerable desde el primer pulso en ambas -
preparaciones, siendo mids claro durante el tercer pulso en-
1a preparacién no pretratada con reserpina. Estos resulta-
dos concuerdan con los anteriormente mencionados, en donde-
se ohserva una clara dependencia’de Ca++ para la exocitosié
de Ne. Lla semejanza entre los resultados con reserpina y -

control podria deberse a que 1la cdncentracién del alcaloide
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pudo haber sido muy alta, con la consecuente saturacidén del

sistema afectado por este tipo de estimulos.

La gramicidina D es un ion6foro que permite indiscri-
minadamente el paso de Tos iones Na+ y K+ a través de la --
membrana, y se ha observado que induce un pequefio incremen-

to en la liberacion de GABA (Sandoval 1980).

En condiciones similares en el presente trabajo, se -
observo que tiene un efecto estimulante en Ta liberacién de
Ne; el cual se incrementa un 100%Z en las preparaciones pre-
_tratadas con respina. Este incremento probablemente se de-
‘be a el aumento en la sensibilidad al Na+ qhe presenta la -

preparacién pretratada con reserpina.

Es ‘conocido que el tratamiento con veratrina de frac-
‘cjones sinaptosomales provoca un qumento considerable en la
1iberacidn de GABA en ausencia de Ca++ en elhmedio (Sando--
val 1980). En nuestras condicioﬁes se observé que l1a vera-
trina en ausencia_de Ca++ no tiene efecto sobre la Tibera——
cion de Ne, en cambio la Da se vio incremenfada considera--
blemente en todos los pulsos. Cuando se aﬁadié 2mM de Ca++
§e incremento 1a liberacién sensiblemente tanto para Da co-
mo para Ne, aunque esta dltima p;esenté una sensibilidad 1i
geramehte»superior al Ca++. En la preparacién pretratada --
con reserpina, se observd un incremento en la liberacién --

para ambos neurotransmisores, pero considerablemente mayor-

para Da.
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Otro de los modelos empleados para incrementar la en-
trada de Na+, es el empleo del iondforo monensina, este se-
ha mostrado que incrementa la acumulacidn interna de Na+, -
dando un aumento en el nimero de mepps (potenciales excita-
torios en miniaturai probablemente por movimiento del Ca++
interno Hialina Meiri. D. Erulkar 1981l). En nuestros re--
sultados se observé una dependencia a la concentracién dg]-
ionﬁforo, encontriandose un mayor efecto sobre la libera- -
cion de Da que para los demds neurotransmisores. Esta de--
pendencia nos muestra claramente las distintas sensibilida-
des que_ presentan los diferentes tran;misores a la entrada-
de Na+ a la terminal, en el caso de los postulados como ve-
siculados 1a liberacidn depende del tiempo, en.cambio Tos -
nos vesiculados comd el acido glutamico y el GABA muestran-
una satu}aciﬁn en el tiempo que decrece en el tercer pulso.
Esto noshabla de los distintos sistemas de almacen para - -
los diferentes transmisores que deben estar siendo regula--
dos en el citoplasma en el caso de Ta Da, GABA y &cido gTu-
tamico. Asi mismo Se ha observado que un inhibidor de la -
calmodulina 15 trifluoperazina, inhibe totalmente la 1ibera
cién de GABA en tanto que no toda Ja Tiberacidn de Da, esto
nos muestra ademds la diferente dependencia de Ca++ en es--
‘tos sistemas de liberacién. Ademds se observa que en-ausen
cia de Na+ no se lleva a cabo la liberacién estimulada por-
monensina. Lo que nos démust}a que no es un efecto del - -

iondoforo por si mismo sino que es efecto de la entrada de -

NA+
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También la presencia de un ion&foro selectivo para k+
tiene una influencia muy baja o nula sobre la liberacién de
GABA y acido glutamico. Esto es por que el K+ no tiene efec

to directo sobre la estimulacidén de i1a liberacidn.
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CONCLUCIOMNES. ' . ) -

12A Partir de los rezultados obtenidos en el Presente trabajo se 11e9d a
los sisuiéntes resul tados: ’

ad La entrada de Nat+ mu¥ Probablemente conduce a una liberacidn de Cat+
ae alamcenes citorlasmaticos., Probablemente mitocondrias. Este incremento
der Cat++ seria el resPonsable de la liberacidn del transmisor.

b> La liber;ciﬁﬁ de transmisores inducida por el i;érenento en la
concentracicn interna de Na+ en ausencia de Catt+ externo Puede ser un
mecanisno Jeneral Aue se Presenta Para todos los transmisores.

) Un pPosible sitio Para la regulacion de la transmision nerviosa estarifa
rePrésentadm Por 21 lugar d= almacen del transmisor. esteo es si se

encuentra slmacenado en vesiculas 0 en Pozas citorlasmaticas.
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