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ITRODUCCIGC X

H

Ll hombre eg ié aéuééiﬁ ~nimzl que tiene mds dominio
sohre o1 medio gque le rodea. ?infemharzq; ese dominio no ha sido
admirido solamente vor las caracieristicas gendticas selecciona-
das ﬁor la mottalidad 7 reproduccidn Jilsrencial de los organis-
mos an una noblacién; aue son los procesos que guizan la evoluciédn
orrénica de 10s seres vivos: sino vor el dessrrollic de la cultura
(aue o5 un mejor conocimiento del medio que le rodea); resultado
de su cawacidead de recordar; de anticiparse e imaginar el futuro

v de comunicarse (1). Ese conocimiento le permite analizar 1los

oroblemas a aue se enfrenta y dar la mejor de las solrrciones posi

hles.

Las caracteristicas que posee el hombre le han dado la
ventaja de no ser tan facilmente seleccionado vpor el medio como
otros orcanismos, va acue puede llegar a adaptar el medio a sus

necesidades y no simplemente €1 adaptarse =zl medio.

Auncue el hombre 2s, en este ssntido, un organismo
excepcional, tiene muchas caracteristicas e¢n comin con log demds
animales. Tntre las nds inmportzntes estd el que todos tienen la
canacidad de percibir cambios cuimicos v enerzdticos en el medio
a traves de estructuras especislnente adaptadas para ello.

Ustas estructuras registran toda la informacidn que recibe el




aninal del mecio, la cusl es integrads vy analizada en centros cu-
vas caracteristicas les permiten procesar de manera rdpida todas
las sensgciopgs, %l grado en que se puede procesar la informa-
cidn en esos centros varia erandemente en diferentes orizani:mos

v puede involucrar desde un simple respuestez refleja hasta compli
cados’circuitos cue almacemnan informacidn y la procesan en formas
muy sofisticadas. Una vez habiendose tomado una decisidn en estos
centros; se envian sefiales al resto del organismo para realizar

la accidn mas conveniente,

¥1 conjunto de receptores de estimulos; Yy los centros
de procesamiento, asi como las vias que transmiten informacidn
entre ellos v las aque transmiten las sefiales de les decisiones
tomadas a los efectores correspondientes constituyen lo oue co-

nocemos como SISTEMA NERVIQSQO,

I, ESTRUCTURA Y ORGZANIZACION DREL SISTEMA NERVIOSO

“n todos lo ebrados, el sistema nervioso tiene

~ e

Funcionalmente se¢ divide en:

4eﬁtrél (SNC), aue realiza todas las

integracidn y almacensuiento de infor-

macidn:-

bl Siste *adué‘comunicafal,SNC~j

con el medio 1ismo’ por medio de sus
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14

ormanos receptores, € interviene en la transmisidn de decisiones

oluntﬂri v:otz los drzanos efectores correspondientes; v
et Oiqtema Yervioso Auténomo, aue conecta al SNC con todos

>

los efectores 1nvo]ua tarios (involucrando exclusivamente fibras

l-;,

eferente= (21,

?structuralmenté, el SNC estd compuesto vor el encéfalo
v la médula espinal. ©=1 encéfalo es unz masa de tejido de forma
irrecrular cuva superficie se encuentra completamente plegada; se
subdivide en varias estructuras entre las que podemos citar al
cerebro; el cerebelo, los tubédrculos cuadrigéminos, el bulbo ra-
euideo etcdtera.

w1 SKC estd rodeszdo por tres capas de tejido conjuntivo,
denominadas meninges, aque contribuven a su proteccidn, asi como
tamhidn = su nutricidn va eue noceen vasos sanzuineos Existen

Mol

otras estructuras oue tamhi€n protegen 21 TNC: el crdneo - ( que

recuhre a v las vértebras (en lasz cue se encuentra

12 ndduala

sos sanéufnébé  companantes) gue se ramlslcan Ql sallr del QNC
Las_fibras de los nervios' se llauan sen51t1vas cuando se originan
an TeCﬁDﬁdfeﬁVii'ChalOul:J parte del orguii mo v llegan hastla el
qNa. cﬁanédilééwfiﬁras salen dzl SNC_yrllevan informacidén hasta
log 6reganos efectores se denominan fibras motoras (L).

%1l sistema ncrvioso nutonomo, aue se encargs dc relacig
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nar al SHC con los 2fectores involuntarior (wdrculo lisc del trag
to direstivo v de los vasos sanguineos, ~landulas, otedbara!
consta de fibras que se consctan al SNC con un ganglio (los gan-
lios n=2rvio=o= =se¢ localizan vor pares e¢n le porte ventral dr 1z

médnla ~svinal’! de donde parten otraz filraz ocue llegan hasta el

érzazno efcctor corresvondiente (2,4).
A vesar de las diferencias gue existen en estructurz vy
oreanizacidn entre los tres sutcistemas del sistema nervioso, to-

dos poseen la misma base funcional, es decir, la capacidad de
transmitir v procesar informacidn. esta capacidad se debe a las

proviedades de las células del tejicdo nervioso,

‘TI, - COMPONINTES CELULARIS DIL T3JIDO NERVIOSO

[N
I

LOS leerenteR'vrupo~_celnlares5que coq Litgyenfel te

do nerv1oso son ‘los. 31gunent95°
1) Las neuronaq
"B} Las. cclu s

«

ol

Las celu]as 6;7?-

"-A)
ﬁor"uooo cna D
pueor ta-

regloneq drl an

192

regione




1) La dendritica
2) La somdtica
3) La axdnica

1) La regidn dendritica estd formada por una gran

D

-cantidad de la membrana celular, todas ellas muyv delgadas y
cortns, Bsta caracteristica le confiere a esta regidn una super-
ficie muv grande 2 la cue se pueden "conectar” las terminales axd
nicas (rara vez las dendriticas) de otras neuronas. Las dendri-
tas, oue son las proloncaciones membranales antes mencionadas, re-
ciben la mayoria de contactos provenientes de otras neuronas.

También el soma celular y los axones los reciben, aungue en menor

vrovorcicn, (figura 1)

Figura 1. Esyuema en’
Que se representan las
regiones de una neurona.

'C.C. — cuérno § zoma ce-
- lular.

iD. - dendritas

A ~ axdén

( N - nicleo, M -~ mito-
condria, RE - reticulo
| eqdaﬂlésmico, V - vesi

culas, mf. - microfilan
mensos, mbt. - microtd-
bulog, C.N. - cuérmos
de "Mimsl) -
mielina
S N
- awaas [N ST WICT Y. . o g {r G
. SR L, - Bt R et s ~_4m o AL R ) Pl ;
mi.o.linn ;_’~_:Q' - e \\\ ;\gs ‘ Q i
m-';. \\.,_, \\‘\.u o I}
hot:én

“Amplificacidn



21 La reridn somdtica es la mds voluminosn de la cdlu-
Ta (5-100_um de didmetro)(5), v en ella se localizan los organclos

celulares entre los oue se encu=niran microfilamentos y microtiby

-

os (nara 1a contraccidn v el transvorte) asi como los cuervos de
Nissl, de forma tipica wara cada gruno de neuronas (6;7). El soma
constituve la residn nds importante para la sintesis de macromold
culas. Ts imnortante hacer notar aque una vers desarrollada la neu
rona como tal, el micleo piorde gu canncidad de dividirse, vor lo
mie no existe la canacidad de reponer cédlulas muertas mediante la

divisidn celular.
; .

3 71 axdn es una prolongacidn de la membrana neuronal
a manera de tuho de un difmetro extremadamente vequefio (1-20 jum
en vertebtados). Tn al SMP, se encuentra rodeado por una o varias
canns de mielina, La mielina es una sustancia commuesta de fosfo
1ividos y nrnteinas: oue se encuentra cubierta por el neuriléma-
(mem*rans de las c€lulas de Schwann). La mielina no cubre por
comnleto a los ar¥nnes, =ino cue se encuentra interrumpida periddi
camente por espacios llamnados nddulos de Ranvier, en los aue la
nembrana axdnica sélo estd cubierta por el neurilema (7). Ia lon
ritud del axdn es variahle v nuede llegar a tener casi el tamafio
del organismo a oue pertensce., Como el soma, el axdn presenta vo
mios organelos (mitocondrias, neurofilamentos, neurotdbulos, T oen
ocasiones vesiculasi(8), ™n su parte Lerminal, el axdén forma un
ensanchamiento 1lamnodo botdn sindotico. ™n este botdn existen mi

~

tocondrias pequafiss, un aparato similar al reticulo endonldsmico,

microtiholos, asi como veocuefias vesiculas (4,?). Tixiste también



a1 ensrosamiento de 1a membrana en la reridn aus hace contacto con

#ﬁr sirionte neurona.

|  91"ﬁtro erupo de cdlulas en el sistema nervioso out sSoO-
brenaséféﬁrhﬁmaro a las neuronas; v cuya funcidn se conoce parcial
mente éé!cljde las cdlulas gliales en el SNC. Tntre las funciones
A~ cumnlen v ous ¥va se conocen se encuentran las de proporcionar
un sonortr estructural a las neuronas, limitar la libre difusidn
de snstancins entre neuronacs (salvo en las sinapsis), efectnar fa-
qocitosis; ¥ euniar la resenerncidn de axdnes., Las funciones de
1las cdélulas rliales no estin directamente involucradas on el pTp-

ceso de transmizidn 42 astimnlos en o1 SN,

C) "n el SNP existe un tipo de cdlulns cue, al menns en
sn funcidn nrotectora, es analoco a las cdlulas gliales del SINC,
M actividad mfs imvortente es la de oroducir mielina, v con ella

rodear indevnendientencntc a los axones, “e denominan células de

“chwann,

ITI. CARAGTRRISTICAS FUNCIONALES DE LA3 NEURONAS

-

Las neuronas tienenkun'ébnsﬁﬂo de anercsia alto en compa-
racion a otras células del cuerpo, Su principal fuente de enerrsia ‘
en condiciones normnles de alimentacidn v actividad la constituye
la olncosn., la excitacion de la neurona es el resultado del fun-
cionamiento de su membrana, v es la que le confiere sus caracterisg
ticrs particulares,  La membrana es la gue s& encarga de controlar

Ta entrada v snlida de moldenlas del citonlasma. Las moléculas no



nolares mieden atravesarla de maner~ vpasiva. 9Sin embargo, las mo-
1denlan nolares v 1ns iones tienen nropiedades nus les imviden un
nAa o P5ci1 » travds de la membrana (1N) v requieren de canales o
acarreadores espccinles que permitan su paso. Alesunos acarreado-
res transvortan moldculas o ioncs cus han de ser conducidos en un
sentido ovuesto al que su gradiente de concentracidn a2 uno y otro
lado de la membrana les impone, aun cuando la membrana seaz permea-
hle a ellos. DBatas formas de transporte difieren de la forma pasi
va ean aue requiersn dgl coazwno de enersia v vor cllo se les cono-
ce como procesor de transporte activo, /

La membrana estd polarizad~ debido nrincipalmente a uh
desenuilibrio dnfmico de MNa* y K*, Tsta polarizacidn se llama
notencial de renoso v es de alrrededor de =70 mV,! aunque puede
ammantar (hiverpolarirzacidn) o dieminuir (desnolarizacidn) por ac-~
cidn de estimulos fisioldgicos., Cuahdo una desvolarizacidén alcanza
rl valor umhral de excitacidn de la neurcna se genera nn potencial
da accidn,

Las neuronas tienen un funcionamiento polarizado va aue
transmiten los potenciaies devncci6n (o impulsos) desde el origen
del axdén hasta el botdn sinéptico. Este botdn sindptico tiene co-
municacién con otra neurona vor medios eléctricos o quilmicos a tra
vés de lo aue se denomina sinapeic, Por medio de la sinapnsis se
transmite la informacicn de un~ neurona a otra a travds de mensaje
ros nuimicos'(iones o neurotransmisores), Los neurotransmisorns

son sintetirados, liberados dursnte la actividad nerviosa, y recap

turados por la neurona,

I1.a neurona tambidn nuede enviar informacidn a células no

-



nerviosns (musculares o glandulares) por medio de neurotransmiso-

res,

T7.  POTENCIAL DE  REPOSO

n condicinnes de revoso existe una diferencia de coll-
centracicon de iones a travéds de la mewbrans celular. En el caso
esnecifico de la neurons, los nrincivales iones a considerar son
el notasio, el sodio, 1 cloro, v los aniones proteicos. La si-
miiente tahle muestra las concentracionss de estos 1iones én el ine-

. 4
terior v exterior de la célula para el caso del axdn de calsnar

(219

CONCFENTRACION (mlM)

- K+ Nat ¢l-  Prot-
INTSRICR L.50 50 120 A ‘250
BXTTRIOR 20 440 560 3

',-ébmo miede observerse, el potasio ¥ 1os.aniones protei-
con sé:éﬁéﬁéntran mds concentrados en el interior (anroximadamente
29 V,QbEﬁéées;respectivamcntn, con respecto al exterior), en tauto
one los iones cloro v sodio se encuentrsan mds concentradoz en el
rxterior (aprovimadarments 10 y 5 veces, respectivamente, con raspeg
>0 al interior), Como en todoz los casos se trata de particulas

eldctricamente carsgadas, su eguilibrio implica compensar tanto cl

mimero de particulse como sus carpss eldctricas a ambos lados de

P
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la mambrana. 7n condiciones de rcposo, los iones, distribuidos di

Ferencialmente a ambos lados de la membrana, orisinan una diferen-

2 eldctrica aue la polariza. Dsta polarizacidén o Poten
noéo'es de 70 mv;rsiendo el interior naegativo con respec
to al5éxteribr. in esta situacidn, adlo el K* y el Cl™ se encuen-
tran Cércé del valor de su potencial de eauilibrio clectronuinmico,
1 Na* v los anione= broteicoz no lo estdn, v vor ecllo tenderfan a
cruzar la membrann (2l "~* hacia adentro y los aniones or-dnicos
hacia afera) vara alcanzar su escuilibrio. ILa membrana aes impnr-
meabhle a 1ns aniones nroteicos v 1iene muv baja permeabilidad para
el Nat an ast-do de reposo, lo que impide aque éste Ultimo alcad%e
su ecuilihrio vor difusidn de una nanera rdpida. Ademds, existe
nm-nroceso e transporte activo aue lo conduce ~n un sentido inver
so al aue =u desaquilibrio electroquimico lo dirigiria, Fl treng
nor+e de Nn*, llevado a cabo por la homba electrogénica, estd aso-
ciado a una entrada de K*. “in embargo, este Ultimo no se ve tan

afectado en su ecuilihrio debido 2 que la membrans es mds permea-

hle al K*,

v, POTRHCIAL DRE  ACCION

Un estimulo nuede alterar la vermeabilidad de 1la membra-
na al Na*. ™sto nrovoca que el idn se difunda en la direccidn aue
tiende a establacer =u eouilihrio electroquimico (hacia el interior
de 1a célula), lo cue obviamente va a redundar en una reduccidn
del potencisl da ranoso do la membrana, Si esta reduccidn llega a

i valor critico (umbrall, se produce una drdstica movilizacidn de



a* "acia ol interior celular, Teto ge debe a que en la membrana
exiasten canales para Na* sensibles a2 voltaje que son activados (
ahinrtos) cuando disminuye el potencial de reposo. La apertura de
los canalas permite ogue el Na%* pecnetre libremente 2 la cdlula v
provoca aquas el notencial de membrana cambie desde -70(-90) hasta
+50 (43D) mV. Tste cambio eldctrico se conoce como Potencial de

Accidn, Se dice au» es un potencizl todo o nada va rue si la deg

nolarizacién inicial no alcanza un valor umhral, este potencial no
se nroduce: nor otro 1ado; un estimulo mucho mayor al umbral no
nroduce un potencial de accidn diferente al producido por el esti-
4
mualo wmbral, Tl votencial de accidn se transmite a lo larsgo déyla
membrana neurosnal con una velocidad de hasta 120 m/s sin experimen
tar modificacidn aleuna desouds de haber recorrido grandes distan-
cias. “u amplitud es Q'emore constante (100 m¥V), y su duracién va
ria entre 1 v 2 usam. (11,127, Las zonas de la membrana que han
sido excitadas de esta monera no pueden ser excitadas nuevamente
hasta que se reestnblece el potencial de reposo. 1la duracidén del
notencial de accidn implica tanto la apertura de los c=onales de Na¥
como el cierre de Tos mismos, asi como la apertura dezfasnada de ca=-
nalas de K* 6ue casi coincide en ticmpo con el cierre de los cam
les de MNa* v contrarresta el elocto despolarizador de éstos hasta
restablecer el potencial de rcp0ﬁo); ¥ su posterior inactivacidn.
Tl votencial de accidn sn transmite n todo lo largo de un axdn,
esde su inicio en el cuerpo celular hasta el botdén sindptico, ¥
transmite en ezt~ forma  inCoracldin en las neuronas en base a gy

frecuencia (puesto aue las caracteristicas individuales de los po-

“ancinles de accidn no varfian entre si) (Figura 2)

—tp——
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Fieura 2. Relacidn entre los camhins de notencial
electrorfmico a 1o larro de un axén., FIn la varte
sunerior se muestran los cambios de vnotencial y el
tiemno en aue se realizan., Tn la narte inferior se
ohservan los cambios de caresa eldctrica (vroducidos N
vor flujo de jones) que se producen en la membrana
durante el cambio de potenclal, Modifirado de Miles(13) !
¥
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'-,de“ceﬁ‘ﬁzfn opone nnCﬁ reci~tencis '51 Wnng s co-

rrientes idnicas v se denominan Uniones Bstrechas (Zap Junections),

Tstns s2 caracterizan noraue, tanto en la membrana presindptica

como en la pos tsinéptica, axiste waa gran acumulacidn dz particu-

las cure se cree son canales que permiten un intercambio ionico

H
PR Rwe

sta caractaristica se sugiers en “2se a la rdnida trang
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de 1'=™% (32), v a rojo de Nutenio (37). Semin Carafoli (BQ);,ia 21—
trada del Cg++ resulta ser vasiva vor responder -1 gradiente dé DIro~
tones; 2l ~unl es pm nrocaso ~lectrordrian,

Tn cuanto a los sistemas de lidboariclon de Ca+*, se sabe
que las mitocondrias de tejidos excitables pueden liberar Ce** por
medio de wn sistema sntivortador independiente de la ruta de entrada
(?7;39) a camhio de la entrada esvecifica de Na* (aunque el Li+ pue~
de producir un efecto similar pero cuantitativamente meror) (27,38).
La canacidad del sistema es de L mmol de Cat¥/ mz de proteina/3 min.
(2.7), v vor estar asocizdo ~ movimiento de orotones (4l), rcnculia
ser un oroceso alzctroncuiral (42). Tste proceso es mds sensitle a
olementos de la suz1e lantdnida que el sistema da captacidi: (30).
Tam»ién se:sébe que su fucidn =e acelerz con rojo de Rutenio (33);
~a anturable nor Ha* »r dependisnte dol estado energdético dn la ¢ilu-

1a, v de las concentracionns relativas de ilones (30).

31 a3auasnn da Loz slsLanasy de caviura 7 liLcrac&on W v

on1 mitoconTria a1 sdcoapdionte s
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membrana mitocondrial interna.

exterior interior
nitt 4%--“%‘—~-—~- nit--(respiracidn)
Catt -—--fz) .———> Ca*t--(por gradiente de Ca*+* transg-
F,! - membrana)
nNa+ ---—ngh-———rﬂh+ an‘RCIGPtP" de las concentrae _
I . ciones relativas de los ioles
N | g a ambos lados de 1a membrana
nH+ --—;QEL——-—nH*
(+)‘ («)

I

Modificado de Cromptom (41)
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ux1ate otro clqtemq de eflugo de Ca ~ mitocondrial
de 1m11ar co nchd d ﬁl anterlor que se encuontra en tejidos
1tableq v no ex01tableq. Lehnlnpe" (37) demuesUr% la exis

tencin de un eflujo de ca’ " que denende del estado Red-0x de

.. . ’ +
1oe wucle6t1d0~ de piridira; inderendiente de Na , de la respi

racidén, y del estado Red=Ox de las flavonrotefnas. Sin embar
g0, dicho sistema parece ser demasiado lento para las necesi-
dades de los tejidos excitables, ’

¢Cudl 6 cuales de los sistemas antes mencionados
pueden tener mayor relevancia en la aportacidn de Ca++ (ex-
cluyendo la venetracidn de Ca++ externo), Yy por ende, en 1?
liberacién de neurotransmisores? '

A pesar de que las proteinas captadoras de catt tie
nen una elevada afinidad por el idn, su capacidad es bastante
baja, ya que en axén de calamar sélo llega a "secuestrar'" ens
tre un 5 v un 10 % de la cantidad total de ca®t en el axoplas
ma (15); vor lo que no parecen constituir un sistema suficien
te para regular la [Ca+f]i.

En cuanto al reticulo endopldsmico, tiene una Ko+t
de 0,35 uM, por lo que a concentraciones de Ca++ de 0.7/uM se
encuentra ya saturado. A diferencia de éste, la mitocondria
tiene una Kgg++ mids elevada (1.5 M) por 1o que no se saturg
hasta una [Ca+f]i de ~ 3 alf. Si consideramos que ambosv
sistemas de cantacidn de Ca,++ son antagonizados por una ele-—
vada concentracidn de Na+ en citoplasma, el sistema que mds
Ca++ liberaria vor este factor seria la mitocondria. La
aportgcién.en este caso por parte de 1a mitocondria es aun

mayor que la del reticulo ya que, segiin Nicholls(43), rara vez

e
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Por un lado, existen evidencias de que agen#ésiéﬁe
d=esnconlan la fosforilacidn oxidativa & inniben 1a caééﬁéf&é
transvorte de electrones inducen la liberacidn de ca™ previa
mente captado nor mitocondrias, y estos mismos factores szon
capaces de inducir un incremento en la liberacidn de néufo;~
transmisores de las terminales nexviosas (23,39,LL),.

Por otro lado, al elevar la concentracidn deuﬁa+‘en
el medio de susnensidn de mitocondrizs de tejidos excitables

ze Oheserva un incremento en 12 liberecidn de zelein nrevige—
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Terminal MNerviosa
Condiciones=s norma]é;)’ Condiciones no
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A\ Ovloc),__ Veqlc lag con
2p7 0 neuro ransmisores
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liberacidn! | Lﬁgiberacion
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Aqui se a®iade al vanel tradicional del Ca en la
liberascidn de transmisores la aportacidn del calcio de mito-4

condria, inducida npor sodio.

IT. IVMPORTANCIA FISTIOLOGTICA DEL CALCIO
MITOCONDRIAL

++ ..
Baao condiciones de despolarizacidn, el Ca libe-
rado nor mltocondrla pﬁrece ser de menor imoortancia a log

-nroce' ‘e llberqc1on de transmisores ya (ue se nromueve un

e ++
1ncremento en 1& oermeabllldad al Ca fue, por estar en mu-

cho'mayor concentra01on en el exterior celular cue en el inte

rior, wmenetra en grandes cantidades. Sin embargo, existen vz

rios orocesos en los {ue parece ser relevante.
. . ++ .
Para gue 1la mitocondria pueda donar Ca se requie_

ren las siguientes condiciones:

ls Que 13 neurona en dque se encuentre haya sido
1 ++
deapolarisada nara nermitir el acceso de Ca
al interior celular y v»or lo tanto a log sis-
temas adue lo secuestran, auedando asi cargados
del i6mn, mientras odue el citonlasma tiende a

-
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A. Importancia en el Estado de Renoso
Las condiciones anteriores se cumplen sn el estado
existe liberacidn de trans

de reposo celular, durante el cual

misores en forma discreta ( es decir

nn llega a provocar un votencial de 2ccidn en la célula

1). TSete Droceso wnuede muy bien deberse o 1=

a
Ca ~ mitocondrial Jue =

e
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en tan poca cantidad cue

a 1la
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Be Imoortanciz sn la Facilitacidn
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Otro vproceso en uz parece estar imnlicado el Ca

mitocondrial es la facilitacidn a largo vlazo observada en

rugstdceos. Atwood (45) menciona ague 21 fendmeno de facili-

0

tacidn en crustdceos, cue es inducida vor estimulos de alta
frecuencia, se realiza enEdbsrfases; una rapida y devendiente
de Ca++(facilitacién‘a>06r%o blavo) gue ocurre durante los
Arimeros 1-2 minufbé; V otra mas ‘enta a continuacidn de la

nrimera den e‘dlenu da Wal (T?CIllthlén a largo vlwzo).

Atwood ¥y CTharlion (46) proponen 1a nosibilidnd de




t

llega. a- nroducir un decremento en la potenciacidn post— tetd-
nica,](AunQﬁéICharlton -,6—- refiere variosarticulos en los que
se:oﬁééiVé‘la?péténciacién ain en ausencia 'de sodio). También
mencidﬁa“QQé 1érffecuencia de los potenciales sindpticos mi-
niaturaﬁ(esponténeOS) se incrementa, en un medio libre de Ca+:
‘por Quabaina s Digoxina (gue incrementan la {Naﬁ]i, ¥ dque en
corazdn se nresents menor contraccidn en ausencia de Na que
cuando lo hay (ambos en vresencia de Ca++). E1l mecanigmo que
Birke wropone para la accidn del Nat es el siguiente:s Exigtbe
un acarreador Nat- ¢a'* en la membrana nlasmatica que tiene

un esitio aniénico al cual se puede unir cualquiera de los %os .

liones devendiendo de sus concentraciones relativas ya sea en

el interior & en el exterior de la célula. Cuando el Na se

acumula en la terminal nerviosa, aumenta 1la probabilidad

de unidén a dicho sitio ( y disminuye la probabilidad de que el
e . . .

Cs. se una), vor lo que sale mds sodio que calcio y este ﬁlti

mo muede actuar en los sistemas de liberacidn de transmisores
en mayor medida que en ausencia de Na+.

v Para el caso de los potencisles miniatura, asi como
vosiblemente para la facilitacidn a largo vnlazo, este mecanisg
m0'£ehdria la dégventaja de que provocaria un blogueo a la
Salida'ae’0a++, que es indisvensable para que la célula eli-
mine él Ca++ que captura durante periodos de actividad. - Si
asi ocurriera, 1ln rCa+f]citosélico se hallaria incrementada

+4
y afectarin los orocesos enzimdtlcos dependientes de Ca- que

i se realizan.

Parece muy nrobable, en hase 2 lo anterior, que la
mitocondria constituyn un regulador indirecto de algunos de
log nrocegos de libterncidn de transmisores, y este nroyecto

intenta apoynr easn idea.




n este trabajo se propone el estudio de la liberacidn
del dcido =ama ~mino butirico (GABA) de terminales nerviosas aisla=-
daa bajo condiciones en que las concentraciones de los iones Ca** o

Nat se encuentran elevados en las terminales.

ITI, SINAPTOSOMAS

Las terminales axénicas aisladas (sinaptosomas) se prepa-
ran por homogeneizacidn de tejido nervioso y se separan por centri-
fugacidn (h7;A8,A9). Se sabe que los singptosomas retienen>caractg
risticas propias de las terminales nerviosas in vivQ, entre laé qué

nodemos citar las siruientes:

1) Mantienen una morfologia similar a la que tienen in
'gigg: forma regular: presentan vesiculas y mitocondriss en su in-
terior, as? como ensrosamiento de la regidn membranal de la presi-
napsis (L7,48). FEsto demuestra que la regidén de la membrana que
une al botdn sinidptico con el axdn se cierra durante la homogenei-
zacidn mara formar estructuras selladas de forma casi esfdérica.

2) Conservan la capacidad de consumir oxigeno (~ 60 umol/
/h/100 mg de proteina), el cual se incrementa casi al doble cuando
los sinaptosomas se estimulan con Veratrina —que induce despolari-
zacidn de estas estructuras y; por lo tanto; mayor actividad metabg
lica (49),

3) Pueden transformar glucosa hasta €0z (47).

L) Se ha‘demostrado que los sinaptosomas pueden acumular

neurotransmisores a travéds de un sistema de transporte de alta afi-

nidad dependiente de Na* (47,49) y que liberan tanto los neuro-



transmisores exdgenos acumulados como los enddgenos cuando se some-
ten a tratsmientos que incrementan la [Ca**];. Esta liberacién es
antagonizada por inhibidores del transporte de Ca*‘ inducido por
despolarizacidn, de la misma manera que se ha obsarvado en prepara-
ciones mAds completas A2l SN como rebanadas de cerebro o placa neurg
muscular -(65,66;67,68,69,28}.

5) Conservan un potencial de membrana dependiente de la
Lx) . (500,

e 6) Se ha demostrado la integridad de la membrana sinapto
somal a través de medir la actividad de la deshidrogenasa 1dctica
(L7,50), NADPH-citocromo C reductasa (50) y acetil-colina-transferg
sa (49) en la suspensién de sinaptosomas; esta aétividad se incre-
mentas cnando se rompen las membranas con detergente, También se
vrobd la actividad de la ATPasa Na*-K* y la ATPasa Mgt*, as{ como

la de la acetilcolinesterasa (L7,4L9),

Bradford (51) ha repnrtado que los sinaptosomas mantie-
nen buena resnirscidn, retencidn de K*, ATP y fosfocreatina dentro
de un lapso de 3 horas si el medio de suspensidn contiene glucosa
(1a funcionalidad se mantiene ann mejor si los sinaptosomas se agru
Dan forﬁando una cama ). Aunque se puede aumentar su respiracidn
por estimilacidn eldetrica adn 24 horas despues de sn obtencidén, los
aminoacidos transmisores comienzah a perderse en grado considerable

a los 45 minmitos de incuhacidn.

1V, G ABA

Da entre los neurotransmisores se eligié el GARA debido a



su abundancia en el cerebro, Se ha estimado que un tercio de las
ginansis del cerebro lo emplean como transmisor. Fl GABA es un

aminoacido oue se produce casi exclusivamente en el SNC y no se ine
corpora a las proteinas. ¥n el SNC el GABA funcions como un neuro-

transmisor inhibidor (14).

V. LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas artificiales de lipidos,
Dependiendo del método utilizado para su preparacidn pueden estar
formados por una (unilamelares) o varias (multilamelares) bicaphs
concéntricas entre las cuales queda atrapada una parte de la solu=-
cidn en la que son preparados (52} y pueden ser de varias formas y
tamafios.

Se ha observado aque el contenido atrapado por los liposo-
mas puede transferirse a diversos tipos celulares mediante endocitg
sis o fusidn (52),

Las neuronas no llevan a cabo endocitosis, por lo que
acui se describirdn solamente las evidencias que apoyan la existen-

cia de un proceso de fucidn entre liposomas ¥ cdlulas no fagociticas.

Varios trabajos reportan aque se observan los efectos de
AMP ciclico y actinomicina D en el citoplasma de células cultivadas
Y se ha detectado autorradiogrdficamente una distribucidn uniforme
de inulina en eritrocitos despues de que estas cdlulas fueron incubg
das en presencia de liposomas que contenian cada una de las sustan-
clas mencionadas (52), También se demostré por histoquimica la pre-

sencia de liposomas con peroxidasa en el interior de fibroblastos



aue se incubaron con liposomas multilamelares que contenfan la enzi-
ra. Por otro lado, se han obtenido micrografias electrdnicas aque -
muestrah parches en la membrana de eritrocitos que, despues de haber
se incubado con liposomas multilamelares, se sometieron a la tdcnica
de criofractura (52).

Ystas, ademds de otras evidencias (52), sugieren que las
células incubadas en presencia de liposomas pueden recibir el conte-
nido de los mismos mediante la fusién de sus membranas. En base a
ello, los livosomas han sido en varias 4reas cientificas como herra-
mientas o como elementos de estudio, En biologia celular han Eenido
las sisuientes aplicaciones: (52) '

1) Actuar como modelos en el éstudio de fendmenos fisiold

gicos de fusidn y adsorcidn.

2} Promover fusidn c€lula-célula.

3) Transferir moléculas hidrosolubles impermeantes al in-

tarior celular.

Debido a que no son inmunogénicos ni téxicos, y son biode-
gradables, se ha intentado usarlos clinicamente como introductores
de medicamentos a seres vivos (53),

Aleunos autores han utilizado liposomas para alterar el
contenido ionico en células de la médula adrenal (27) o en unidn new
romuscular de rana (20) para observar sus efectos sobre la neurose-
crecidn. ®1 uso de liposomas para este fin tiene la conveniencia de
poder alterar el contenido ionico de las cdlulas o de las terminales
nerviosas en forma muy especifica, evitando la presencia de dichos
fones en el medin en forma libre- y, por lo tanto, sus efectos sobre

los fendmenos en estudio.-



De los diferentes liposomas que pueden prepararse, los
multilamelares tienen la desventaja de que al fusionarse solo liﬁe-
ran el volumen contenido entre sus dos membranas mas externas hacia
el interior de las célulns, permaneciendo el volumen restante encape
sulado v, por lo tanto, inactivo., In cuanto a los liposomas unilanmg
lares erandes, que pueden transferir mayor volumen, alteran més drig
ticamente la distribucidn lipidica y proteica en la membrana celular
v podrian llegar a alectar el sistema responsable de la liberacldn
de neurotransmisores. Considerando lo anterior, en este estudio se

utilizaron liposomas unilamelares pequefios.

VI, IONOFOROS Y FORMADORES DE CANALES

Debemos mencionar cue existen otros medips para introdu-~
cir iones a las cdlulas; uno es a través de iondforos, y otro por
formadores de canales. Tanto los iondforos como los formadores de
canales son moléculas que se asocian a la membrana y facilitan el pg
so de iones a traveés de ella en la direccidn que marca el gradients
de concentracidn aque presenta un idn a ambos lados de la misma.

Un iondéforo es una molécula que ce disuelve en los lipidos
de la membrana y se difunde a través de ella. Debido a que sus carag
ter{sticas fisico-aquimicas le permiten asociar un ién, lo pueden
transportar a través de la membrana (54). Se clasifican como neutrg
les cuando no tienen carga propia, y como carboxilicos cuﬁndo tienen
un erupo carboxilo disociado a pH 7.

n formador de cansl no difUnde; sino que queda'Tijo‘en la
membrana, quedando uno de sus extremos en contacto con el medio ex-

terno v otro con el medio interno a la membrana. Nis precisamente,

¥



dos o mds de estas moléculas parecen agruparse vy dejar entre ellas
un esoncio acuoso que permite el paso de iones a uno u otro lado.de
la membrana,

La diferencia en los mecanismos de funcionamiento de ambos
tipos de moldculns da como resultado que los formadores de canales
sean mds eficientes en la facilitacidn del paso de iones ya que no
reauieren difundirze como los iondforos (54). Los formadores de ca-
n~les que sc conocen permiten el paso a iones monovalentes Yy, muy
lentamente = los divalentes. Ciertos iondforos transportan sglo io
nes monovalentes! otros transportan casi exclusivamente iones divalen -»

: & -
tes. Wl erado de especificidad que posee cada unc para los ioges co
rrespondientes es muy variable.

La ntilizacidn de estas moléculas para modificar especifi-
camente la concentracidn de iones en las terminales nerviosas pare-
ce limitada debido a que:

1) Para modificar la concentracidn interna de varios io=
nes en una célula por medio de estas moléculas se deberian utilizar
diferentes iondforos o formadores de canales, lo cual harfa diffcil
el estudio de la cindtica de los eventos de interes ya que la veloci
dad a la cual los diferentes iondforos o formadores de canales modi~ §

fican la concentracidn interna celular es muy variable. )

2) Fn el caso de usar iondforos:

A) Los iondéforos carboxilicos tienen la‘desventaja
de oue necesariamente median el intercambio del idn que quiere introg
ducirse por protones u otros iones interno= a ‘travds de la membrana

atin sin inducir una modificacidn eléctrica neta en ella. Ello impli

ca nue la modificacidn fisioldgica en la cdlula no solo estaria dada



- 35 -

vor la entrada del idn que facilita el iondforo, sino ademas por la
denlecidn del 1idn interno que salga a cambhio del externo; lo que'
impaediria relacionar directamente al ién con el efecto obhservado.

B} TRl uso de iondforos implica la presencia continua de
nn ién dado en el medio de incubacidn. E1 efecto que este idn tuvie
ra fisioldeicamente seria varishle de acuerdo a la permeabilidad que

nara esta especie ionica presente la membrana misma en reposo.

3) En el caso de usar formadores de canal o iondforos
neutrales, el unico requisito a cumplir es el de usar una concentra-
cidén externa elevada del idn acu2 se quiere introducir, para dir}gir-
el transporte =s5lo hacia el interior celular. A este respecto, se
tendrian prohlemas con la elevacidn de la concentracidén externa de
K* en las tpfminales va que dicha elevacidn produce eflujo de neuro-
transmisores (2”?). E1 K" es un idn aque se pretende usar en etapas
vosteriores del provecto como control para'conocer la especificidad
del incremento de la concentracidn interna del idn- monovalente Na*t
sohre 1la liberacidn de neurotransmisores. Ademds, sélo existen
iondforos neutrales con esvecificidad para iones monovalentes, y los

formadores de canales transportan cationes divalentes muy lentamente.

L) Por otro lado, en etapas posteriores del proyaecto, se
deberan introducir moldculas a las terminales nerviosas ya sea para
cuantificar la [ba*f]i (Arsenazo III) o para disminuir la [@a*f}i
(4cido etilenmlicol-tetraacético, EGTA), y debe mantenerse, hasta

donda sea posible, la astandarizacidn del sistema usado.



A TERIALES Y METODO S

fti;;r‘a?}eoaracién de Sinavtosomas

‘ antre los métodos de obtencidn de anantosomaw, uno muy
utlllvado es el descrito por Hajos (43). Este método, con peque
fias varlantes fué el que =e usbd en los exverimentos. E1 proceso
con31 ste en homogeneizar el cerebro completo de ratas Wistar (en-—
tre 180 y 220 g.) on 10 ml. de sncarosa 0.32M en un homogeneizador
con mazo de teflédn. ELl homogeneizndo se centrifuga a 1100 x g
durante 10 minutos en una centrifugn Beckman modelo J 2- 2 1. Se
deshecha el nrecivitads (que contiene micleos, mielina, y fragdnen’
tos grandes de células rotas) v se centrifugs el sobrenadante a
8320 x g durante 25 minutos. El vrecinitado de esta centrifuga-
cidn se resuspende en 5 ml. de sacarosa 0.32 M, y 5 ml. de esa sus
pensidn se colocan sobre 20 ml. de sacorosa 0.8 M evitando que se
mezclen. Este gradiente se centrifugs a 7470 x g durante 25 min.
En esta certrifugacidn se sevaran 3 fracciones. La fraccidn su-
nerior (sacarosa 0.32 M ) contiene princinalmente axones mielini-
zndos; la segunda (szcarosa 0.8 M ) contiene anroximadamente 89%

de sinaptosomas, 9% de mitocondrias, 1% de axones mielinizados, ¥y )

1% de nmartfculas no identificadas; la tercera fraccién (pastilla) 4
contiene nrincinalmente mitocondrias (48) . Se extrae la segunda =

fraceidn con una ninetn Pasteur y se diluye hasta una concentra-
cifr de 0.32 M con agua bidestilanda fria; ésta se agregs en forma

lerts y con agitacidn continua nara evitar que los sinantosomas

sufran un chogue osmdtico. Ia susven=ién de sinantosomas se cen-

trifuga a 18100 x g nara obtener una vastilla final.



~37- -

3
II, Acumnlacién de GARA - N por Sinaptosomas

La ppetilla de sinaptosomas se resuspende en 10 ml de
Ringe?-qubs conteniendo (mM) NaCl,115: KCL,%y FaW PO » 1.2y
MgS0 ,1.2: NhHCOs;25; glncosa;lﬂt CaCl 5, 2 ; v écidg aninooxi-
acético 0,1 (para evitar la degradaciég del GABA (56) . E1 pH
el modio re ajustn a 7.4 gasedndolo con uns mezcla ox{gono 95%-
-COq(5¢7.10 ml de la suspensidén 0.5 mg. de protefna/ml.) se
inchan en agitaecidn n 370 C durante 3 nmin. Se agregn lqui de
unn colneidn e GABA- H (0.4 uM en el volifmen final de incubat )
cidn). Teta suspencidn se incuba a 37°0 durante 10 rnin. y se
centrifuma deecpuds a 18100 x g para recupersr los sinaptosormas
en una vastilla libre de radiactividad externa. 21 precipitado

se re=uspnde en 1.5 ml de glucosa 0.32 M. (34)
ITII. Preparacién de Liposomas

Los liposomas unilamelares penuefios so prepararon de
acuerdo a Covarrubias (57) de la siguiente manera:

~8%e wvrevara unas mezcla de fosfatidil colina (PC) y fosfa-
$1d11 serina (PS) 3:1 (p/p) (40 mg) en cloroformo. §

~7n gettan durante 5 mine. en un tnho Jde enmeve, B

~8a elinins el cloroformo evapordndolo con nitrdégeno, hacien-
girar a1 tubo lo réds rorizontalmente posikle para que los 1{-~
pidos secos formen una capa delgada que cubra sus paredes (De
roui en edelente, ¢l proceso se lleva a calo en atmdsfera de
nitrdmeno prra evitar la oxidacidn de los lipidos).




- Se ngregn 1 ml de 1a solucidn gue se duiere Ume sea
atrapadr Aurante 1la formacién de los lincsomas ( gluco

sa-0:32 M, CaCl,_, 60 mM/glucosa 140 mM, 6 NaCl
140 mM/glucosa 40°mM).

- %e nwrepﬁn 2 )aCi de Tnulxnﬁ-l4c nara rastrear la efi-
cienciadel astravamiento del medio por los livosomas,
‘asi{ como =su fusidn a sinaptosomas.

- Se zgita el tubo durante 5-10 min hasta despegar todo
el 1lipido de las poaredes (se han formado liposomas mul
tilamelares).

~  La susmnensidn se gonica en un bafo de ultrasonido
Cole Parmer 50/60 Hz, en frio, durante 10 min. repi-
tiendose egte vago cusntas veces gsea necezario hast
lograr iue la enlucidn esté transrorente (lo que indi-
ca que la mayor parle de los liposomas multilamelareg g
se han transformado en unilamelares meduefios).

~ TIia susnensidn se centrifuga a 100 000 x g nara elimi-
nar vosibhles livosomas multilamelares.

- El sobrenadante se hace nasar por unz columna de Sepha
dex G 50-150 exauilibrads con glucosa C.32 M a un flujo
de 1 ml/min. nara eliminar el medio externo.

- Se escogen laes fracciones eluildmss nque vdoseen mayor
densided éptice determinada wor la abgsorbancia a una
longitud de onda de 340 nm en un esvectrofotémetro Zeiss.

vIV; Cuwntlflcacwon del Volumen Atrapzdo por Lipo-
T somas Durante su Formacidn

Pﬂra cuantlflcar la eficiencia de atranamiento de

lﬂs =olu01one‘f&»ensayar por los liposomas se ?greuaron a di-

e . ' L. 1
chas eolu01onec' 2Ju01 de Inulina-— 40. Se tomaron muestrasg

'degla” unnen sidén por duvlicado antes y después del paso por
la columnw de Sephadex, y se calculb el norcentaje retenido

deépués,de l? oromﬂtowrafla con re~pecto »1 valor inicial.



wptosomas-Liposomas

~Péfdflaifg ién{eﬁffé los sinentosoms = y’los~libOSOmas,
nlicuotaskde O;S:ml'de 1é'susnens16n final.de siﬁaprSOmas carga-—
dos con GABA- 3H’V(«'vl.’? mg. de nroteina ) =& merclan con 1.5 ml
de la suspensidn de liposomas (~12.6 mg. de 1lipidos) & glucosa
0.32 M (en el caso del control), y se afiade una alicuonta de LaClB
para dar una concentracidn finnl ds= 400/&M en la mezcla. El1 La+++
se utiliza como catalizador de la fusidn y es imvortante gque se
afada al final, ya que si se agrega antes se nronicia una agluti-

: : . . . . hy o "
nacidn de los sinaptosomas 8 bien, demasiada fusidn livposoma-lipo

soma. La suspensidn total se incuba a 370C durante 2 minutos.

VI. Cuantificacidn de la Fusidn Sinaptosomas-
-~Liposomas

Para cuantificar el porcentaje de contenido liposomal
gue ha sido descargado a los sinavtosomas, se sigue el procedimien
to de fusidén mencionado anteriormente, utilizando liposomas carga

14C . Se toman muestras

dos con diferentes iones y con Inulina-
por trivlicado del medio de incubacidn y se filtran y lavan con 2
ml de glucosa 0.32 M para eliminar liposomas no fusionados. Se
cuantifica la radiactividad retenida en los filtros y se calcula
el vnorcentaje Ae radiactividad total de los linosomas Que se Qqueda
en la fraccidén sinavtosomal filtrada. Se corre un control para
cuantificar 1la adsorcidn de livosomas con radiactividad al filtro;
dste consiste de una incubzcidn de los liposomas sin sinavtosomas,
completando el volﬁman equivalente con glucosn 0.32 M. Se filtran
alicuotas por duvlicado a los mismos tiempos y se determins la ra

diactividad en los filtros.
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VII. Liber~cidn de GABA- 3H por Sinaptosomas

Con objeto de ohserver los efectos de los diferentes
inonas snbre 1~ libaracidn de neurotransmisor por los sinsptosomas,
l se rastreé dicha liberacidn dursnte 1k minutos. Se tomd una -
muestra inicisrl de 150 _ul de 1l» mezcla sinantosomns—linosomas—lﬂfH
Y se cambia la temperatnra de la incuhacidn a 30°C para disminuir
1o velocirfand de liberacidn del neurotransmisor; tomando muestras
cada ? minutos. Todas las muestras se filtraron por medio de la )
anlicacidn de vacio (15 rm Hg/cm® durante 15 seg); lavando inmé-
distamente con 2 ml de glucosa 0.32 M pera eliminar radiactividad
externa a los sinaptosomas. Los filtros (Bio-Rad de fibra de vi-
driol se colocaron en viales oue contenfan determente ( Dodeeil
sulfato de sodioadl 1% con EDTA -dcido etilen dinitrilo tetraacdti
co - 2T v ajustando el pH a & con NaOH) v se meten a unn estu
fa a 700C durante 20 min. prra romper las membranas sinaptosomales
¥y, v2 frios los viales, se les arresrn 10 ml de Eritosol (58) para
cumtificar la radiactividad de cadé filtro. La fadiactividad se
determind en un contador de centelleo 1iquido Beckman L S 7000 (4

Paclkard Tri-Carb 2425 ).

VITI, Fﬁnéionnlidad de los Sinaptosomas Despu€s de

su Fusidn a Liposomas

Con objeto de saber gi los sinaptosom2s mantienen sus
caracteristicas funcionales despuésdde la fusidn a liposomas, se

hicieron los siruientes exverimentos:
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A) Tiberacidn de (ABA~ 3y  por sinaptosomas (s) v
finanrtosomas Fusionados a Livosomas de Glucosa (S-1G)
nor Diferentes Amentes Despolarizantes,

A los sinaptosomas previamente careadns con GARA- 34 ,
se les fnsiond como va se ha descrito, con liposomas conteniendo
clucnsa 0,32 M, Alicuotas de la suspensidn sinsptosomas-liposo-
m~s se colocaron en una caja de.vacio que sostiene 8 filtros, y
el medio se elimind vor succidn: 1»s muestras se lavaron 3 ve=-
ces por Ffiltracidn con 2 ml de 12 snlucidn Ringer-Krebs ya descri
ta oue contenia EATA ImM ( dcido etilen-rlicol tetra-acdtico).
Fistos lavados permiten 1» ohtencidn de una linen baral de libega=- -
cidn de nenrotransmisor constante. Una ver alcanzada la linea ba
srl de liheracién; las muestras recibieron un pulso de 30 seg. con
1a misma snlucidn Rinecer-Krebs (linea basal) 6 con el medio conte-
niendo KClL 50 mM (reduciendo el NaCl), Verstrina (60 ug/ml) & el
iond“oreo oara calcio A 23187 (10 aM). La radiactividad en los il

tros v en los fil*rados seo cunantificd en tritosol.

B) ILiberacidn de GABA- 3§ vor S, S-IG, s-lca
( Sinanrtosomas Fusionados a Linosomas de CaClz) v
g.LEGTA (Sinaotosomas Fusionados a Livosomas de.EGTA)

Se compararonrlas caracterfsticas da libaracidn basal o
jinducida nor KC1 50 mM en S, S-lg, s-Lca, v S-LEGTA. El procedi-
miento Mué similar al descrito en el inciso anterior. En este ca-
s0, el tratamiento: 2 ml de: a)} Ringer-Krebs & b) Ringer-Krebs
con KCL 50 mM se aplica durante 30 seg.en 3 ocasiones a los fil-
tros, v se recorfen ﬁor separado los perfusados de cada tratamiento.
8¢ enantificd la radiactividad liherada (lavados) v retenida (fil-

tro) por los sinaptosomms como va se menciond.



IY, Determin~cidn de Lipidos en Lliposonas

La cantidad de lipidos en las muestras de liposomnas se
cnantificé en hase o fosfato orsdnico. ILa técnica utilizada es la

Aescrita por Ames (593,

- A 2?20 ul de mniestra se ~agresan 50 ul de Mg(NOB)g'HQO al 10%
en alcohol etilico nbsoluto.

- In merrla~ se evanora a seauedad en flama fnerte con agita

cién rdpicfa hasta aue el vapor café desaparezca (se deja

enfriar el tuho.
, P
- 3 asreran 0,3 ml de HC1 1 N v se calienta en bafio de H20
hipviendo durente 15 min. (tapando el tubo con una canica)

para hidrolizar hasta fosfatao thorginico cualduler piro-
fosfato formado en la incineracidn. '

" = La curva patrén se prepara con KHoPO), en un rango entre

68y 10 Jug 1levados 2 un volumen finnl de BOOJul con
Hc1 1 N,

- %e agregan 0.7 ml de mezcls #cido nscérbico - molibdato*
a cada tnho,

-~ Se colocan los tuhos a 450C durante 20 min, v se lee su
densidad dptica 2 820 rm en un espectrofotdmetro Zeiss

#*  Une parte de dcido ascdrbico al 10% (p/v) en H20
con A nartes de Heptemolihdato de amonio«H20 en HpSOy

1 N a1l 42%

( Se preparan soluciones estandard de PC v 'S 3:1 en Hp0 y
sa cuantifica el rendimiento de fosfato por mg de fosfo-
1ipido )
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X. DETERMINACION DT PROTEINAS

Bl contenido de proteina presente en la suspensidn de

einaptosomas se cuantificd por el método de Lowry (60).

La fosfatidil colina (l- o~ fosfatidil colina tipo V-E),
l1a fosfatidil serina (extracto cerebral de cerebro bovino tipo III)
v la Veratrina se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis Missou
ril. ®1 0ABA 3H v la Tnulina - 1%C  se obtuvieroh de New England

Nuclear (Boston Massachusetts). E1 iondforo de Catt A 23187 se obe-

tuvo de Calbiochem-Behring Corporation (la Jolla, California.




RESULTADOS

I,  Atrapamiento del Medio por Liposomas

La Tabla I muestra los porcentaies de atrapamiento del
ﬁadio por liposomas prepnrados en diferentes soluciones, Se puede
observar oue en el caso de los liposomas de glucosa (la) e1 por-
centaje de atrapamiento del medio es bastonte uniforme, mantenien-
dose cerca del 3% del volumen inicial.

Por otro lado, el valor de atrapamiento de los liposomas
de NaCl (INa) en dos casos se aproximan al valor de LG (3%); éin
embargo, en uno de los experimentos se llega a atrapar el 13%. Con

lo aue respecta a los liposomas de CaClp (LCa), los valores obteni

dos para los tres experimentos son muy diferentes,

II., Fusidn Sinsaptosomas ~ Liposomes

In 1lg tabla I se encuentran los resultados obterdi,
dos para la asociacidn de contenido liposomal a los sinaptosomas
("FUSION") durante 16s dos primeros minutos de incubacidn. Se exw-
presan en igual forma aque los resultados de atrapamiento;

Nuevamente se observa que en el caso de Lg 1a asociacidn
a sinaptosomas es bastante uhiforme. De los datos de LCa dos se
encuentran a los valores de LG: sin embargo, un dato se aleja basw
tante, en tanto que para LNa se tienen solamente dos datos y muy
diferentes entre si. La variabilidad de los resultados es mayor

para LCa y LNa que para LG: sin embargo, se mantienen dentro del



Linosomas Livosomas Liposomas
» Glucosa 03012 NaCl

A) % de Atrava= .
miento de 209 - 0053 6018 6:3
medio opor /2.9: 6.2 / 2,63 13.3
livosomas 9.5 / 2.1/

(8) (3) | (3)

B) % de Fusidn : L
Liposomas~- 14,03 * 1,87 12,36 - 10,0
~Sina»tosomas / 14L.21: 13.1 / 6.5; 13.5 /

7-7 / )
(#) (3) (2)

Tabla I,- A) Porcentaje de atrapamicnto de medio por

linosomas preparados en diferentes soluclones,

B) Asociacién de contenido liposomal a sinap-
tosomas a los dos minutos de incubacidn,

En ambos casos so expraesan el oromedio y el error
eatandard de varios experimentos euyo niimero se expresa .
entre vardntesis: wvpars un ndmero de experimentos igual

S menor a 3 , se exnresan ademis los valores individug
les de los mismos.,
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mismo d&rden de marmitud.

- ITI, Efecto de la Fusidn de Lo sobre 1a Funcionalidad

de Sinaptosomas

En la figura 1 se puede observar la liberacidn de GABA-
- u éspontines e inducida por diferentes medios tanto en sinapto
somas solos (S) como en sinaptosomas fusionados a Lo (s-lg). se
puede ver que la fusidn de L a sinaptosomas previamente cargados
con #APA- 3H no modifica la linea basal de liberacidn del neuro-
transmisor. Ademds, cuando se estudid la liberacién de GABA- 5
dependiente de Ca*+ e inducida por KC1l, Veratrina, é el iondforo

A 23197, 1los valores obtenidos tanto para los sinaptosomas control

como para S-I'G son seme jantes.

IV. FEfecto de la Fusidn Entre Sinaptosomas y LG,
Loa, 6§ INa Sobre 1a Liberacidn Esponténea de
GABA~ 3H

En la Figura 2 se observa la cinética de liberacidn espon
tdnea de NABA- 3H por Sy S-Ilo durante 14 minutos despuds de
iniciada la fusién, Se observa que a los 14 minutos la retencidn-
de NRARAL 3y por S es de aproximadamente 91%, mientras que el re-
tenide vor S-L0 al mismo tiempo es de 87%.

lContrastando con esa diferencia minima de liberecidn entre

8 y a.Ibg, en 14 fisura 3 se muestran las liberaciones espontinees

vara S vy S-Lca. A los 14 minutos, s-LCa retiene unicamente

~657% de 1a radiactividad original de la orevaracién, resultando en
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[:J Smoptosomos control

- Sinaptosomas 1us:onodos a Ilposomos
cargados con glucoso

L

s sy
0
uJ,
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Q
o
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O
‘R
. ]
FLUJO 56 mM KCI VERATRINA (60 ngml) A23I187 (Pg/m|)
ESPONTANEO 2mM CaCl, 2mM CaClo 2mM CaClp '

Figura 1.~ Efecto de la fusidn de sinaptosomas a linosomas
carmados con slucosn gsobre la liberacidn espontdnea
v la liberacidn denmendiente de calcio de GABA- 3H
induecida nor KC1 56 mM, Veratrina & el iondforo de
calcto A 23187, Cada barra representa el porcentaje
de GABA- 3H 1iberado por la vreparacién al someter-

se al medio corresnondiente durante 30 seg. Los va-
lores son vromedio * E.E, de.3 experimentos.
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Figura 2.~ Curso temporal ‘de la liberacidn espontdnea de -

- GABA- 3H por sinaptosomas control (S) y sinaptoso-
mas fusionados a liposomas de glucosa (S-1G). TLos
resultados expresan el porcentaje de GABA-3H pPro—
sente en los sinavtosomas 2 los tiemvos indicados.
Los valores revnresentan el vromedio % E.E. de 11 .
10 expeérimentos vara 8 y S-Lg respectivamente,
realizados nor dunlicado, (ver valores de signifi-

cancig en la pagina 52)
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Figura 3.- Curso temporal de la liberacién espontdnea de
GABA- 3H vor sinaptosomas control (S) y ginaptoso-
mas fusionados a liposomas de CaCl» (S-Lca). Los
resultados exoresan el porcentaje de GABA=~ 3H pre-
gente en los sinaptosomas a los tiempos indicados.
Tos valores representan el promedio 1 E.E. de 11
v 6 experimentos para S ¥ s.Llcs respectivamente,
fealiza&os por duplicado. (ver valores de signifi-

cancia en la pdgina 52 )
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nn 26% de liberacidn mayor que en S ¥y 22% mayor que 5-1G,
Tento en & como en 8-Ln y S-lga se puede observar un curso
temvnral de libheracidn uniforme, aue indica que en todos los casos
el factor responsable de la liberacidn actuda, fesde el momento en
que se inicia la incubacidn de fusidn, en forma constante.

Fn el caso de 5-LNa (figura h); la retencidn de GABA-
- 3H a los 14 minutos es de~a1% que, comparada con la liberacidn
de S5-I de los mismos dias de efectundo el experimento, liberan
12% mis. Ellcurso temporal de la liberacidn del neurotransmisor
por sl tampoco muestra grandes variaciones. 4 .

Tn la figura 5 se pueden comparar directamente las liberg
cioneslnetas de GABA- 3H por S, S-LG, v s-Lca . Mientras s-Lla
solo libera un LL% mds de GABA- 3H que S; s-lca 1ibera un 283%
mds aue el mismo control. (S 1697 mds que S-LG ),

(Aunoue en esta firura no se incluven los resultados de
S-LNa, debido a gue el mimero de experimentos que de éste se tiew
nén as menor que 2l de s-lg & s-Lca, dicho sistema libera un 171%

mis que S-LC para el mismo dia de efectuado el experimento)

V. Liberaciones Basales e Inducidas en S,

s-La, s-lca, y s-Ieera

En la firura 6 se pueden apreciar las diferencias en libg
racidn espontines e inducida; en sinaptosomas sometidos a diferentes
condiciones, Se ohserva que la liberacidn basal es muy similar
(~ 2.5%) tanto en S; como en -l v S~LEGTA; Aunque en SfLCa

es un poco mis alta en todos los pulsoc., La liberacidn inducida
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Fisura 4.~ Curso temporal de la liberacidn csnontinea de
MBA-3H vpor sinaptosomas control (S) y sinaptoso-
mas fusionados a liposomas de NaCl (S-LINa). Ios
resultados exoresan el porcentaje de GABA- 3u pre
sente en los sinaptosomas a los tiempos indicados.
Los valores reoresentan el promedio * E.E. ge 2
exnerimentos realizados vor duplicado.



% DE LIBERACION DE GABA- [°H |

POR SINAPTOSOMAS

401 g
' ! - LIPOSOMAS ..
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.?iempo Significancia, por

prueba de  ¢.

‘Kminumos) Valores de P para:
- S vs. S-Ig |5 lg vs, S-In,
.2 > 0,2 < 0,2
L > 0.6 < 0,05
. 6 > 0.9 < 0,05
8 > 0.8 < 0,1
10 > 0,8 < 0,05
. 12 > 005 S 0005
14 _>-0.3 < 0,01
Figﬁraw Sem Restmen cbmparativolﬁ.

- de las curvas de li-
beracién neta de GABA-3H por sinap-
|tosomas control (S), sinaptosomas
- fusionados a liposomas de glucosg
}(S-LG), vy sinaptosomas fusionados
'a liposomas de CaClz (S.lcg). Los

| ‘pesultados expresan el porcentaje

de GABA- 3H 1liberado al medio por

cados. Los valores rebresentan el promedio o

los sinaptosomas a los tiempos indi -
E.E. de 11, 10 y 6 experimentos

para '8, S-LG yg;S-LCa respectivamente, realizados por duplizado. La tabla

‘ anexa muestra los valorss de. significancia obtenida por la pruseba de ¢ cuando se"
"compararon los datos de' .S contra-los de S_LG o los de S-lG contra los de s-Lca

. para sus tiemnoq corresvondientes.



= 53 -

t

= 5mM KCI
£ 56 mM KCI +-2 mM CaCl,

—
I
”
| S—
5 eor
< 6.0
o
w
) 4.0 .
=
o
(<.() 20
i &
W
fae) _ ‘ QORI ,
—J CONTROL SINAPTOSOMAS SINAPTOSOMAS SINAPTOSOMAS
58} + LIPOSOMAS + LIPOSOMAS 4 LIPOSOMAS ' '
o DE GLUCOSA DE CoCl, DE EGTA
R

Figura 6.~ Porcentajes de liberacidn basal e inducida de
@ABA~ *H en sinaptosomas. ILas ordenadas muestran
el norcentaje de GABA- 34 1iberado vor sinavtoso-
maa control, sinantosomas fusionados a linosomas de
Flucosa, sinantosomas fusionados a livosomas de CaCl,,
sinantosomas fusionados a linosomas de EGTA, desnués
de ser sometidos a 3 lavados de 30 seg. con 2 ml., de
medio Ringer-~Krebs conteniendo KC1 5 mM (1liberacidn
hasal -barras blancas) & KC1 56 mM + 2 mM de CaCl,
(1iberacidn inducida ~barras puntesdas). Los valo-

{ res renresentan el nromedio de 3 experimentos,
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tamhidn es muy similar en S, S—LG, N4 S-LEGTA, v ligeramente mds

haja en S-LCa.

DISCUSION

%n este trahajo se ha demostrado que es posible inducir
la liberacién>de neurotransmisor previamente acwnulado por sinaptosg
mas a través de la fusidn de dstos a liponsomas que contienen CaCljp
o NaCl, y que los sinaptosomas asi tratados conservan sus cara%Ferig
ticas funcionales relacionadas a la neurosecreciodn, | '

Aparentemente estos resultados no estan dados por las dife
rencias de atrapamiento del medio por los diferentes liposomas o
por el d}ferente grado de fusidn de los distintos liposomas a los

sinaptosomas,

%n relacidn al volumen de medio atrapado por los liposomas
unilamelares peouefios, es de ~ 23 mi/L0 mg PC (20) o de 1% (61):
nor lo oue los valores de estos experimentos; aun los mds bajoé_ (20
ML/L0 mg PL equivalentes a un 2%) se pueden considerar dentro del
Tango renortaqo en la literatura. Con respecto a la estabilidad de
las vesfculas, Rassado (62) menciona aue liposomas preparados en for
ma similar a la utilizada en nuestro estudio, aunque de diferente
comnosicidn lipfdica (fosfatidil colina, estearilamina y colesterol
h:l:B)‘pierden el 177% de su contenido despues de 5 horas de su prepg
racién. Crosland (63) menciona que una hora despues de su preparae.

cion los liposomas preparados com PC' mantienen el 100% de su conte-



nido, aunaue 2 las 2 horas pierden ya un 10%, Puesto que atn no te-
nemosg el dato oreciso, asumimos que nuestros liposomas se comportan
en forma similar debido a que los porcentajes minimos de captacion

s{ corresponden a los normalmente obienidos por otros autores.

n relacidn a 1a diferencia en el porcentaje de atrapamien
to de medio por los liposomas en diferentes soluciones, es notable
la variacién individual que se presenta en Lya y especialmente
en LCa; Reto podria ser explicado por el hecho de que tanto LNa
como LCa tardaban mds tiempo en sonicarse que LG (comparense un

minimo de 2.5 hrs para LCa, o 4O min. para LNa contra 15 miqf pam

ra LG)., Securamente, como reporta Pagano (52), los iones (especial

mente el Ca**) tienden a inducir la formacidn de 14minas de lipidos
e impiden la formaciéﬁ de vesiculas pequefias. Ello implicaria que
ain con una excelente sonicacidn no se garantizaria la formacidn de
vesiculas tan pequefias como en el caco de 1la glucosa y, teniendo una
mayor relacion volumen/drea de superficie; pueden tener mayor porcen
taje de captacidn; aunaue esto no parece ofrecer una explicacidn a

las variaciones individusles entre liposomas de igual contenido.

In los datos de fusidn de los diferentes tipos de liposo-

mas a los sinaptosomas se observd también que existe alta variacidn,

vrincipalmente en los de Ly, v Leg y muy poco para LG. Aunque
ne se pudo encontrar relacidén alguna entre el porcentaje de atrapa-
-miento vor liposomas y el porcentaje de fusidn, es obvio que debe
haberla; va que la diferencia de atrapamiento, cualquiera que sea
su causa, produce una diferencia en las condiciones reales para Caw

da uno de los sistomas trabajados (S-LG, S-LNa, s-Lca).




- 56 .

Es importante tener en cuenta que la técnica radiométrica
ntilirzada para la deteccién de la fusién impone ciertas limitacio-
nes. Por un lado, esta técnica no puede discriminar entre el vo-
lnmen de liposomas oue se ha fusionado realmente a los sinaptosomas
v el oue ze halla simplemente adsorbido al exterior de su membrana.
T1lo cobra mayor imvortancia ante el reporte de Szoka (64) en el
cuzl se mencinna que una gran parte de la interaccidn liposoma-cély
1~ e« precisamente adsorcidn. Por otro lado; axiste ruido experi-
mental dado por la adsorcidn de liposomas a los filtros. El1 valor
dec esta adsorcidn fu€ muy variable aunque independiente del coq}eng

do de los lipnsomas.
En relacidn a este punto, Rasmado (62) reporta uma fusicdn

l1ivosoma~eritrocito en la que parece no haber tanta variacidn como

la que existe en nuestroe resultados. Probablemente esto se debe_ a

que €1 realizd los lavados de las células fusionadas por medio de
centrifugacidn, lo que elimina el factor de adsorcidn de liposomas
a los filtros que ohservamos en nuestros resultados.

Como existe la posibilidad de que los liposomas con. dife-
rentes contenidos se fusionen en distinta proporcidn a los sinapto-
somas, es obvic gue se requiere cuantificar las fusiones de una ma-
ner~ mds precisa.

Debido a que los liposomas son un sistema que va a modie
ficar la composicidon de la membrana del sinaptosoma, era importante
saber si esa modificacién no producia algin efecto sobre las propig
dades de neurosecrecidn., Jos resultados indican claramente que
8-1¢  funciona de irual manera que S en los procesos de libera-
cidn, tanto basal como estimulada por diversos factores despolari-

zantes, al menoS pocos minutos despuds de la fusion. Es evidente,

O P U SO0 P RS P e e A1 1
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sin emharso, que aunque tiende a verse una ligera diferencia en el}
comportamiento de S-Lca; ello no se observa en el caso de S-LEGTA
(el.cual deberia haber disminuido la liberacidn inducida con respec-
to al control?}. Los minimos efectos observados sobre la liberacién
basal e inducida en estas fusiones se deben probablemente a que a
los 2 min, la fusidn no se ha realizado en proporcidn suficiente pa-
ra producir efectos notables, 'Auﬁque no se tiene el mismo control
al finalizar el periodo total de incubacidn de 14 min., el control
me se muestra en la figura 2 es suficiente para afirmar que, en ¢ -
este tiempo, la liberacidn espontdnea de GABA- 3 no se modifica
sienificativamente debido s la fusién per se. De esta forma, ei inm
cremento en la liberacidn de GABA- 34 observado an S-LCa v S-LNa
(fieuras 3,4 y 5) puede ser explicado en base a una real transferen-
cia de los iones a los sinaptogsomas durante la fusidn.

De- esta forma, parece confirmarse la evidencia ya cldsica
(6,.13, ”8) de 1la influencia del incremento en la [Ca*f]i en la 1li-
beracidén de neurotransmisores y, por lo tanto, la funcionslidad del
sistema utilizado.

Rahamimoff (20) demostrd qug liposomas que contienen Catt
oroducen un incremento en la liberacidn cudntica en la unidn neuro-
musqular de rana. No se puede hacer una comparacidn cuantitativa va
ocue, aunque los liposomas que usan presentan un atrapamiento (234»1/:
1O mg de PC) similar al de los experimentos agui presentados (20 j1/
LO mg de PL), no se presentaron los datos de fusién. Sin embargo,
es interesante hacer notar aue Rahamimoff usa una [Cg*{) de 25 mM en
Loa, eon tanto que en este estudio se utilizé una concentracidn de 60
mM. Posiblemente exista uma mayor transferencia de contenido de 1li-

posomas en el caso de la unién neuromuscular de 1la rana, pero no se
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nuede descartar una posible cooperacidn de los liposomas en la post
ainapsis, ‘

En relacidén a esto, Rasgado (62) reporta que liposomas de
fosfatidil colina, estearilamina y colesterol A4:1:3 conteniendo
CaCl, 6 mM en medio libre de sodio son capaces de inducir un 30% de
incremento en la liberacidn basal de GARA- I de sinaptosomas 15 mi
nutos despues de iniciada la fusidn; adn cuando la relacidén sinapto-
somas/livosomas fud ligeramente mayor de la utilizada aqui. E1 he--
cho de aue el efocto se observe a tan bajarconcentracién de Ca** no
es de extrafiarnos debido a que en experimentos no reportados aquf,
nosotros observamos el incremento en la liberacién de GABA->H %ndué;
da por 1iposdmas con CaCly aun con una relacidn liposomas/sinaptoso—
mas 10 veces menor que la indicada para los experimentos aqu{ repor-
tados. Sin embargo, el porcentaje de liberacidén reportado por Rasga
do est§ sobreestimado debido a la forma de expresidn de sus resulta-
dos.,.

Crosland (633 reporta un 30% de incremento en la liberacidén
de acetilcolina de sinaptosomas fusionados a liposomas de PC conte-
niendo CaClp 113 rM después de incubar la mezcla 15 minutos. El
meétodo de prevaracidn de liposomas es diferénte al usado aquf, y co-
mo no reporta cantidad de lfpidos en la mezcla sinaptosomas/liposo-
mas, no se puede hacer comparacién. No obstante, en cuanto a la li-
heracidn dd. neurotransmisory: si parece correlacionar bien con los da
tog aqui expresados.

Considerando estos datos, se puede Ssugerir que la introdug
cidn de Ca** a los sinaptosomas por medio de los liposomas efectiva-

mente resulta en un aumento en su liberacidn de transmisores.
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Con respecto a los resultados obtenidos para LNa, se ohser
va aue su efecto en la liberacidén de GABA- 34 no es tan claro comb
el efecto producido por LCa cuando se compara con el promedio de
s-ls  totsles. T"n este caso; s-lNa 1ibera 111% mds neurotransmisor
aue el control, pero solamente A46% mds que S-LG (figura 5); que es
anroximadamente la cuarta parte del efecto inducido por Lca. oObia-
mente no voodia esper;rse un efecto cuantitativo similar del Ca*t y
del Na* sobre la neuroliberacidn, dado que sus mecanismos de accidn
son diferentes; el Ca** actuando directamente sobre los sistemas de
liberacidn, mientras el Nat necesita llegar hasta las estructuras .
oue almacenan Ca** en el interior de la terminal, inducir la liébra- '
cidn de este dWltimo, el cual debera posteriormente llegar a los sis-

temas de liberacidn de la membrana de la terminal.

Rahamimoff (20) ha reportado un claro efecto de LNa sobre
la neurosecrecidn en placa neuromuscular. Tambidn en este caso u-
san una menor concentracidn de Na* (116 mM) a la utilizada en este
estudio (140 mM). Al parecer, como ocurre para el caso del calcio, b
los liposomas requieren una mayor cdncentracién ionica para inducir s
efectos de . liberacidn en sinaptbsomas que en unidén neuromuscular 1
de rana. : ’
1l tiempo en aue se detecta ol efecto; tanto de LCa como - )
de UNa sobre 1a liberacion de neurotransmisores en estas prepara-
ciones es aparentemente muy variable., FEn la unidn neuromuscular de
la rana la respuesta se observa en segundos (20); en sinaptosomas
toma varios minutos el poder discernir con claridad el efecto due. .
ejercen los iones sobre la liberacidn como muestran nuestros datos

y los de Crosland (63} ( 1o mismo ocurre en preparaciones de células

de la médula adrenal, en las que Gutman (26) reporta un efecto por
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Loa vy LNa a los 20 minutos de incubacidn). Esta diferencia no se
debe tanto a un diferente comportamiento de las preparaciones meﬁcig
nadas, sino mds bien al grado de sensibilidad de los sistemas de de-
teccidn utilizados. En la unidn neuromuscular de la rana, la termi-
nal nerviosa estd unida a misculo, el cual responde a concentracio-
nes de neurotransmisor mucho menores a las detectables por métodos
quimicos; ademds de que el detector estd conectado a un amplifica-
dor de sefiales. Tn los sinaptosomas; aun cuando el efecto del idn
sea inmediato, no se puede detectar adecuadamente hasta que se li-
bera 1la suficiente cantidad de radiactividad detectable. Tn estq
ultimo caso; el hecho de gue a los 14 minutos de incubac16n>%onti-
nde la liberacidn de 7ABA-3H inducida por iones, lleva a pensar que
el oroceso de fusidn no se completa a los dos minutos de incubacidn,
sino que contimia realizdndose y.que podria no llegar a ser amorti-
puado comnletamente por la actividad de los sistemas intrasinaptosg
males amorticuadores de Ca**.

| La fusidn podria explicarse como una lenta pero constante
internalizacidn de las vesiculas asociadas a las células; forma en
ane Szoka (64) asume que los factores de control de crecimiento, ci-
totoxicos o componentes virales se introducen experimentalmente a
las e¢élulas por medio de iiposomas. Algo interesante es que Szoka,
pareco tener argumentos para asumir que una gran parte de la asocia-
cion liposoma-célula es simplemente adsorcidn. No obstante, los efec
tos fisioldgicos reportados por Rahamimoff (20), Gutman (26), Cros-
land (63),y los presentados aqui, muestran que debe haber transferen

cia de los contenidos linosomales a las células en determinada propor,

cidn.
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Un factor cue podria estar involucrado en la liberacidn
de GARA- 3y ohservada en S-LCa y S-LNa seria la presencia de.los
jones liberadms al medio de incubacidn (antes de la fusidn) por rup-
tura de los livosomas. 9Sin embargo, es altamente conocido que los
jones Ca**, para poder entrar a la terminal nerviosa e inducir 1la
neurosecrecién; reauieren la apvertura de los canales de Ca** (espe-
cificos v dependientes de voltaje), y que la entrada espontdnea de
Cca** no estimula la liberacidn de neurotransmisores., También se ha
descrito que desde el exterior de la membrana los iones Na* no in-
crementan la neurosecrecidn, sino que es necesario un incremento en
1a [Mat]; (13). ¢

Se ha revortado (61) que la penetracidn de sustancias a
diversos sistemas biolésicos por medio de liposomas no se hace a la
velocidad o en la cantidad que se esperaris si el contenido liposo-~
mal fuese liberado al medioc y luego difuhdiera a la cdlula. Aparen-
temente, los livosomas actdan en una forma mds activa en la introdug
cion de sustancias a las células, aunque el mecanismo de transferen-

cia avin no se conoce.



comciustonms

El papel del calcio en la neurosecrecidn estd ampliamente
documentado} sin embargo, el papel del sodio no ha sido suficiente-
mente estudiado. MNuestros datos apoyan la idea de que un incremento
en la concentracidn de sodio interno puede inducir la liberacidn de

neurotransmisores en sinaptosomas.

-

En base a los resultados obtenidos, resulta claro quéiel
sistema de introduccidn de iones a los sinaptosomas por medio de
1ipnsomas es adecuado para el estudio del control idnico de la neu-
rotransmisidén. Este trabajo demuestra oue la liberacidn de neuro-
transmisores puede inducirse en sinaptosomas tanto por su fusidn g

liposomas conteniendo calcio, como a liposomas conteniendo sodio.

Un problema importante a resolver es la cuantificacidn de
la fusién de Ios diferentes tipos de liposomas a los sinaptosomas.
Como vya se indicd anteriofmente, la técnica radiomdétrica aquf utili
zada no permite afirmar que el grado de asociacion entre los dife
rentes tipos de liposomas y los sinaptosomas sea semejante. Por lo

aue se hace necesario un conocimiento cuantitativo exacto del mismo.

Con el fin de definir este punto se ha empezado a montar
en el lahoratorio una técnica mds sensible para cuantificar la fusidén
nor medio de un compudsto fluorescente., Una ves resuelto este proble

ma, se procederd a probar el efecto en la liberacidn de GABA- 3H por '



singntosomas fusionados a liposomas con una concentracidn de sodio.
REF! elevada; asi como a liposomas con otros iones monovalentes y
divalentes para comparar el grado de especificidad del sistema de
neurosecrecidén por los iones mono- y divalentes. Posteriormente se
investicard si el efecto del idn sodio es mediado por calcio intra-
terminal; Vv de ser aSI; a localizar la fuente de calcio endégeno,

[3 .

siendo la mitocondria el candidato inicial.
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