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Resumen

RESUMEN

El Ca® juega un papel preponderante en la regulacion de numerosos procesos celulares
tales como el acoplamiento excitatorio-contractil, la secrecion hormonal, la expresion de
genes y la proliferacion celular.

Ademas, en la neuronas, el Ca** que entra a través de los canales de Ca® voltaje-
dependientes (CCVD) participa en la transmision sinaptica como una sefial intracelular que
dispara el proceso de liberacion de neurotransmisor en respuesta a la despolarizacion de la
membrana. Asi, entre todos los procesos celulares en los que participa el Ca®* en el sistema
nervioso, el papel que cumple en la exocitosis es, sin lugar a dudas, uno de los mas
prominentes.

Los canales de Ca®' voltaje-dependientes (CCVD) conforman una de las familias de
canales ionicos mas heterogéneas. Muy probablemente, esta caracteristica refleja la gran
diversidad de procesos celulares en los que participan.

De acuerdo a sus propiedades de activacion, los CCVD han sido divididos en dos clases:
los canales que se activan por pequefias despolarizaciones (low voltage activated, LVA) y
los canales que requieren grandes despolarizaciones para su activacion (high voltage
activated, HVA).

Entre los HVA, han sido descriptos al menos tres tipos de canales de Ca®': los CCVD de
tipo L, los de tipo N y los canales de tipo P/Q, distinguidos por su sensibilidad a
bloqueantes. Los CCVD de tipo L son sensibles a las dihidropiridinas, compuestos que
pueden actuar como antagonistas o agonistas; los de tipo N son canales bloqueados por la

toxina @-CgTx GVIA, y los de tipo P/Q son inhibidos por las toxinas o-Aga IVA y FTX.

Uno de los objetivos de este trabajo es la caracterizacion farmacologica de los CCVD en
los terminales sinapticos del cerebro de dos especies de vertebrados, el pollo y la rata. En el
primer capitulo se determina la sensibilidad a los distintos bloqueantes que presenta el influjo
de Ca™ voltaje-dependiente en sinaptosomas de cerebro anterior de pollo y corteza frontal

de rata.
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En los terminales sinapticos de corteza frontal de rata, los CCVD que median la entrada
de Ca®" inducida por despolarizacion ([K].= 40 mM) son de alto umbral de activacion y
sensibles a ®-Aga IVA, FTX y altas concentraciones de o-CgTx MVIID, caracteristicas de
los CCVD de tipo P/Q.

Contrariamente, el influjo de Ca* voltaje-dependiente en los terminales nerviosos del
cerebro anterior del pollo es mediado por CCVD de alto umbral de activacion sensibles a -
CgTx GVIA. Sin embargo, este proceso también es bloqueado, aunque parcialmente, por
FTX, w-Aga IVA y @-CgTx MVIID. Estos resultados presentan evidencias de la existencia,
en los terminales sinapticos del cerebro anterior del pollo, de un canal de Ca>* con

caracteristicas farmacologicas no descriptas anteriormente.

Por otro lado, los CCVD son componentes de membrana altamente regulados y, como
consecuencia de la modulacion de su actividad, los procesos que dependen de la entrada de
Ca®' a través de los mismos puede ser ajustados de manera muy precisa. Otro objetivo de
este trabajo es el estudio de la modulacion de la actividad de los CCVD de los terminales
sinapticos.

En el capitulo 2 se determinan los posibles cambios en las propiedades del influjo de Ca®*
a través de los CCVD en los terminales nerviosos aislados a partir de corteza frontal de rata,
producidos como consecuencia del tratamiento de los animales con el acido 3-
mercaptopropionico (MP), una droga convulsivante que provoca una generalizada
hiperactividad neuronal.

Los animales fueron sometidos a dos tratamientos distintos con MP: tratamiento agudo
(1 dosis MP 150 mg/kg) y tratamiento créonico (1 dosis MP 35 mg/kg cada 24 horas,
durante 3 dias) y estudiados en los periodos de convulsion o postconvulsion.

Las propiedades farmacologicas de los CCVD que participan del influjo de Ca®" a los
terminales sinapticos no son modificadas como consecuencia del tratamiento agudo ni del
tratamiento cronico con MP. Mas aun, tampoco es afectada significativamente la

dependencia de la captacion de Ca® con la concentracién extracelular de KCl en los
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animales tratados con MP, lo que podria sugerir que las caracteristicas de activacion de los
CCVD tampoco son alteradas por el tratamiento.

En el estudio desarrollado en el capitulo 3, se determina el efecto modulador del péptido
atrial natriurético (ANP) sobre la actividad de los CCVD de los terminales sinapticos de
hipotalamo de rata. ANP, ademas ser liberado por los miocitos atriales en respuesta al
estiramiento de la pared del atrio, es sintetizado y liberado en el sistema nervioso central, en
particular, en el hipotalamo.

En este trabajo se analiza el efecto del ANP sobre la entrada de Ca>* a los terminales
nerviosos aislados de hipotalamo de rata. ANP inhibe potentemente y de manera
dependiente de la concentracion la entrada de Ca’* voltaje-dependiente (ICso= 2 nM). Este
proceso es también bloqueado por la toxina ®-Aga IVA, indicando que los CCVD
involucrados en el influjo de Ca*" a los terminales de hipotalamo podrian pertenecer a los
tipo P/Q.

Por otro lado, otro péptido de la familia de los factores natriuréticos, el péptido
natriurético tipo C, no afecta el influjo de Ca®' en esta preparacion, lo que sugiere la

especificidad de la accion de ANP.

En este trabajo tesis se identifican las propiedades farmacologicas de los CCVD de
terminales sinapticos del SNC del pollo y la rata, y de esta manera, los resultados aportan a
la comprension de los componentes involucrados en la transmision sinaptica en el SNC de
vertebrados.

Por otro lado, este estudio proveen evidencias del papel modulador del péptido atrial
natriurético sobre la actividad de los CCVD de los terminales sinapticos de hipotalamo de
rata. Estos resultados podrian facilitar la comprension de los efectos fisiologicos de ANP
sobre el sistema nerviosos central y de los mecanismos involucrados en el control de la

volemia y la presion arterial.
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El Ca* en los procesos celulares

El Ca’" juega un papel preponderante en la regulacion de numerosos procesos celulares
tales como el acoplamiento excitatorio-contractil, la secrecion hormonal, la expresion de
genes y la proliferacion celular (Augustine y Neher, 1992; Sheng y Greenberg, 1990, Zafra
et al, 1990). En particular en las neuronas, el Ca’* participa de los procesos de
comunicacion e integracion de la informacion a través de la modulacion de la excitabilidad
neuronal, por su accion sobre otros canales ionicos, y en forma directa mediante la
generacion de potenciales eléctricos dendriticos y somaticos (Tsien et al., 1988; Smith y
Augutine, 1988).

Ademas, el Ca® regula la incorporacion de material en el proceso de transporte
axoplasmico, es esencial en el acoplamiento entre la excitacion y la liberacion de
neurotransmisores, y participa en fenomenos modulatorios de la transmision sinaptica tales
como la potenciacion o la depresion a largo plazo (Lynch y Baudry, 1984). En estas
funciones celulares, el Ca®" actia como segundo mensajero, e interviene en la regulacion
de la actividad de enzimas y canales iOnicos, y probablemente formando parte de
programas genéticos responsables de respuestas celulares a largo plazo (Sheng y
Greenberg, 1990).

En el interior de las células existen abundantes cantidades de Ca®’, pero gran parte de
este se encuentra secuestrado en las mitocondrias y en el reticulo endoplasmico, y parte
unido a proteinas. Es por ello que la concentracion como cation libre en el citoplasma de
las células es menor a 0,1 uM. Contrastando, en el medio extracelular la concentracion de
Ca”" es del orden milimolar, existiendo por lo tanto un gradiente de concentracion entre el
medio extracelular y el intracelular de unas 10000 veces.

Diversos mecanismos mantienen la concentracion de Ca®* intracelular en niveles estables
por debajo de 0,1 pM. En condiciones de reposo la permeabilidad de la membrana
plasmatica para el Ca’* es muy baja impidiendo el ingreso masivo del cation. Por otro lado,
la presencia en el citoplasma de gran cantidad de proteinas que unen Ca®* con alta afinidad
(calmodulina, parvalbimina, etc.) y la existencia de proteinas que funcionan como

transportadores e intercambiadores de iones en la membrana plasmatica y en las de



organelas, permiten el mantenimiento de la homeostasis en la concentracion de Ca®'
intracelular.

Los componentes y estructuras que participan en el balance o “buffering” del Ca>* se
resumen en la Figura 0.1. en el contexto de un terminal presinaptico. Sin embargo,
idénticos mecanismos de buffering de Ca>* han sido descriptos en otras regiones de las
neuronas.

En respuesta a estimulos de naturaleza variada (cambios en el potencial, mensajeros
quimicos), la concentracion intracelular de Ca®* aumenta a valores cercanos a los 400 uM.
Estos cambios rapidos y transitorios en la concentracion de Ca®* intracelular son,
principalmente, consecuencia dos procesos:

a) Aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca®>’. Esto se produce

por la apertura de canales por los cuales el Ca’* pasa desde el exterior al interior celular
arrastrado por su gradiente electroquimico. Dos grupos de canales permeables a Ca®* han
sido descriptos en la membrana plasmatica de las neuronas y seran tratados mas adelante.

b) Liberacion de Ca>* de depositos intracelulares. Esto se produce como consecuencia

de la activacion de canales e intercambiadores presentes en la membrana de las
mitocondrias y del reticulo endoplasmico liso, dos organelas que funcionan como los
depositos intracelulares de Ca*'. Un ejemplo es el caso de hormonas que, actuando sobre
receptores en la superficie celular, estimulan la formacion de inositol trifosofato (IP;), que
activa canales permeables a Ca’* en la membrana del reticulo endoplasmico, con la
consiguiente liberacion del ion al citoplasma.

En las células excitables estos fenomenos se combinan tal que el influjo de Ca®>* desde el
medio extracelular promueve la liberacion de mas Ca®* de los depositos intracelulares. El
rapido aumento en la concentracion intracelular de Ca®’, como consecuencia de la apertura
de canales en la membrana plasmatica, activa canales intracelulares que liberan Ca®
produciendo el fenémeno conocido como "liberacion de Ca®* inducido por Ca*™”. Este
proceso que genera una onda masiva de liberacion de Ca®* desde las organelas al
citoplasma es considerado de gran importancia en la produccion de aumentos locales en la

concentracion de Ca”’, es decir, que se generan principalmente en estructuras
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Ca*

Ca®

3Na’

Canales
de Ca*

Ca”

e

Figura 0.1. Vias de transporte y organelas involucradas en la regulacién del balance o buffering de
Ca’" en el terminal presindptico. Principales vias de entrada de Ca®": los canales permeables a Ca**. (1)
Proteinas que unen Ca®* involucradas en procesos celulares, por ¢jemplo, liberacién de neurotransmisor;
(2) Proteinas que unen Ca”" involucradas en el buffering, por ejemplo, parvalbumina; (3) REL, Reticulo
Endoplasmico Liso, almacenamiento de Ca®"; (4) Mitocondrias, almacenamiento de Ca*"; (5) V.S.,
vesiculas sindpticas que captan Ca>*. Principales vias de salida del Ca™": (6) intercambiador Na'/Ca*"; (7)
bomba de Ca*". Esquema extraido de Blaustein, M.P. (1988).



fisiologicamente compartimentalizadas como, por ejemplo, las espinas dendriticas
(Miller R.J., 1992).

En las neuronas y otras células excitables, los cambios de permeabilidad de la membrana
plasmatica al Ca*" estan asociados a la apertura de dos tipo de canales: los canales activados
por sustancias quimicas, y los canales idnicos activados por cambios en el potencial de
membrana.

Dentro del primer grupo se encuentran los receptores ionotropicos, receptores para
neurotransmisores cuya activacion provoca el flujo de iones; y los canales idnicos activados
por segundos mensajeros.

Por otro lado, los canales de Ca”* activados por cambios en el voltaje o canales de Ca*'
voltaje-dependientes (CCVD) reciben esta denominacion porque la probabilidad de apertura
del canal aumenta enormemente cuando la membrana plasmatica se despolariza. Los CCVD

forman una extensa familia que se describe, en detalle, mas adelante.

El Ca* en la transmision sindptica

Las sindpsis quimicas representan la principal forma en que las células del sistema
nervioso de los vertebrados se comunican entre si y con sus células efectoras. El Ca*
participa en la transmision sinaptica como una sefial intracelular que dispara el proceso de
liberacion de neurotransmisor en respuesta a la despolarizacion de la membrana. Asi, entre
todos los procesos celulares en los participa el Ca’* en el sistema nervioso, el papel que
cumple en la excitosis es, sin lugar a dudas, uno de los mas prominentes.

La base de la teoria que propone el importante papel del Ca®* en la transmision sinaptica
es el resultado de un conjunto de descubrimientos que tuvieron lugar en la década de los 60
y los 70. Los estudios fisiologicos sobre la transmision sinaptica fueron preferentemente
desarrollados en la sinapsis gigante del calamar, ya que las dimensiones del terminal
presinaptico, mucho mayores que la de los terminales sinapticos de vertebrados, facilita los

registros electrofisiologicos y permite insertar microelectrodos para inyectar iones o
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corriente dentro del terminal presinaptico. Mas importante ain, esta preparacion permite la
insercion simultanea de dos microelectrodos en el terminal presinaptico, condicion que era
requerida en ese momento para realizar experimentos de fijacion del voltaje “volrage-
clamp”.

En 1967, Katz y Miledi demostraron que la transmision sinaptica en el sindpsis gigante de
calamar no necesariamente requeria la llegada del potencial de accion al terminal
presinaptico, sino que despolarizaciones del terminal, causadas por la inyeccion de corriente,
inducian la liberacion de neurotransmisor. Este descubrimiento tiene una gran importancia
dado que permitié separar la excitabilidad eléctrica generada por el potencial de accion del
mecanismo responsable de la liberacion de neurotransmisor.

Katz y Miledi (1967b), ademas, demostraron que eliminando el Ca®> de la solucion
extracelular se bloquea la transmision sinaptica y que, contrariamente, un aumento en la
transmision sinaptica se observa cuando se aumenta la concentracion extracelular de este
ion. Estos dos hallazgos sentaron las bases para la idea de que la entrada de Ca®" era
imprescindible para la liberacion de neurotransmisor y que el influjo podia ser inducido por
despolarizacion del terminal sin necesidad de que el potencial de acciéon invadiera la
presinapsis.

Unos afios mas tarde, Llinas y colaboradores (1980) realizaron experimentos de voltage-
clamp en el terminal presinaptico del axon gigante de calamar en los que, gracias al bloqueo
de los canales de Na' y K', pudieron registrar las corrientes de Ca®* presinapticas.
Mostraron que despolarizaciones graduadas del terminal generaban corrientes de Ca’*
graduadas en el terminal presinaptico y una respuesta postsinaptica modulada por la
amplitud de esta corriente. En primer lugar, esto demostro la existencia de canales de Ca**
en el terminal sinaptico y, conflrmo que estos podian ser activados por despolarizaciones del
terminal y eran responsables de la entrada de Ca®* que inducian la liberacion de
neurotrasmisor .

Como consecuencia de la corta latencia observada entre los registros de la corriente de
Ca® presinaptica y la respuesta postsinaptica, solo 0,2 milisegundos, estos investigadores

ropusieron que los canales de Ca®" voltaje-dependientes debian estar localizados proximos
prop q 3] P P
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al sitio de liberacion de neurotransmisor. Y mas aun, las vesiculas sinapticas debian también
estar colocalizadas en esta region (Llinas et al., 1981).

Los estudios estructurales del terminal sinaptico aportaron el otro conjunto de evidencias
que, sumadas a los descubrimientos fisiologicos, nos permiten alcanzar la comprension que
hoy tenemos de los mecanismos que participan de la transmision sinaptica. En 1954, De
Robertis y Bennett mostraron por primera vez la presencia de grandes cantidades de
pequefias organelas, las vesiculas sinapticas, en los terminales sinapticos. Cada una de estas
organelas mide aproximadamente 40-50 nM de diametro y almacena miles de moléculas de
neurotransmisor.

Las vesiculas sinapticas son estructuras subcelulares que no estan distribuidas
uniformemente en el terminal sinaptico, sino que se encuentran agrupadas y proximas a
zonas de mayor densidad membrana plasmatica denominadas zonas activas. Interesantes
detalles de la estructura de la membrana del terminal fueron revelados por la técnica de
criofractura en la placa neuromuscular de la rana. Grupos ordenados de grandes proteinas
transmembrana son el principal constituyente de las zonas activas (De Robertis E., 1967).

Estos mismos estudios realizados en la sinapsis gigante del calamar, confirmaron esta
observacion y sugirieron que las proteinas que forman las zonas activas son sitios por donde
entra el Ca>* (Pumplin y Reese, 1978; Pumplin et at., 1981).

Pero mas interesante aun resulté la comparacion de las micrografias de las réplicas de
criofractura del terminal antes y algunos milisegundos después de ser estimulado. Asi pudo
verse que, luego de la estimulacion, en las zonas proximas a las zonas activas aparecian
huecos en la membrana que serian el resultado de la fusion de las vesiculas sinapticas a la
membrana (Heuser y Reese, 1981, Miller y Heuser, 1984)

Estudios posteriores en los que se introdujo un indicador fluorescente para Ca®’, Fura-2,
y quelantes de Ca®* con distintas cinéticas para la union al Ca®" en el terminal presinaptico
del axon del calamar revelaron que sélo el quelante de Ca>* BAPTA, que une el ion muy
rapidamente, es capaz de bloquear la liberacion (Augustine et al., 1992). Por otro lado,
EGTA, un quelante mas lento, reduce la sefial del indicador Fura-2 sin afectar la liberacion.

Estos resultados demuestran que la liberacion de neurotransmisor ocurre dentro de los



primeros 10 psegundos después entrada de Ca®" al terminal y sugieren que las vesiculas
sinapticas estin muy proximas a los sitios por donde entra el Ca*".

Otro hecho muy interesante es que estudios de este tipo permitieron tener una idea
aproximada del rango de variacion de la concentracion de Ca®* en el terminal y, mucho mas
importante aun, mostraron que el aumento en la concentracion de Ca*" en las zonas activas
es, por lo menos, diez veces mayor que en el resto del terminal presinaptico (Smith y
Augutine, 1988).

Esta evidencia fue la semilla de la actual teoria acerca de la existencia de microdominios,
es decir, regiones acotadas del terminal donde, como consecuencia de la apertura de los
CCVD, el aumento en la concentracion de Ca®* es muy grande. Esta teoria ademas propone
que el aumento de Ca’" en la vecindad de los canales de Ca*, o sea en los microdominios y
no el aumento en todo el terminal, es la sefial que desencadena la liberacion de
neurotransmisor (Simon y Llinas, 1985; Zucker y Fogelson, 1986; Augustine y Neher,
1992).

Si bien hoy en dia nadie discute el importante papel que juega el Ca®* en la transmision
sinaptica, la gran heterogeneidad de la familia de los CCVD genera el interrogante de cuales
y cuantos son los tipos de CCVD involucrados en este proceso. Sin embargo, la extensa
cantidad de informacion sobre las propiedades de las distintas clases de canales resumida a

continuacion provee de las herramientas necesarias para analizar esta pregunta.

Diversidad de los canales de Ca** voltaje-dependientes (CCVD)

Los canales de Ca** voltaje-dependientes conforman una de las familias de canales ionicos
mas heterogéneas. Muy probablemente, esta caracteristica refleja la gran diversidad de
procesos celulares en los que participan los CCVD.

Cada neurona contiene multiples tipos de canales de Ca®* y todos ellos son fundamentales
para la integracion y la expresion de la actividad neuronal. Los distintos tipos de CCVD
difieren en su localizacion celular, sus propiedades biofisicas y farmacolégicas, y también,

estan sujetos a distintos mecanismos de modulacion.
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Los CCVD han sido clasificados segin diferentes criterios pero esta ampliamente
aceptado que hay dos clases de CCVD definibles por su perfil de activacion: los que tienen
un bajo umbral de voltaje para su activacion (low voltage-activated, LVA) y los que
requieren grandes despolarizaciones para su activacion (high voltage-activated, HVA)
(Tabla 0.1)

Tipos de canales de Ca’* voltaje-dependientes
LVA HVA HVA HVA HVA
T N L P o°
Activacion a' -70 -20 0 -15 -15
(mV)
Rango de inac- | -110 a -60 -120a-30 -60a-10 no posee ?
tivacion (mV)
Inactivacion® | t>>20-50 | T>>50-80 | t>>500 no posee T >>100
(ms)
Conductancia 8 12-18 25 9-19 ?
del canal® (pS)
Bloqueo por resistente sensible sensible sensible sensible
cd”
Blogueado por | Amiloride |o-CgTx GVIA*| dihidro- | ©-AgaIVA® | o-AgaIVA
o-CgTx MVIIC| pindinas | @-CTxMVIIC | o-CTxMVIIC
FTX FTX

Tabla 0.1. Caracteristicas biofisicas y farmacolégicas de los disitntos tipos de CCVD

(1) En 110 mM Ba**; (2) 0 mV, 10 mM extracelular Ca** o Ba®* (21°C); (3) Conductancia maxima en 110
mM Ba® (21°C); (4) o-CgTx GVIA extraida de Conus geographus, (5) -Aga IVA extraida de
Agelenopsis aperta; (6) Las caracteristicas de canal unico no se conocen, se consideran semejantes a las

obtenidas por expresion de 1a subunidad a; A en oocitos de Xenopus sp.Extraido de Randall y Tsien (1995).
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Los CCVD activados por pequenas despolarizaciones (Low Voltage Activated ,LVA)

Muchas células, en respuesta a una despolarizacion suave, generan una corriente de Ca**
que se activa a potenciales muy cercanos al potencial de reposo. Estas corrientes se
desvanecen muy rapidamente, a pesar de mantenerse la despolarizacion, fenémeno conocido
como inactivacion de la corriente. Debido a la corta duracion de estas corrientes de Ca”’,
ellas son llamadas corrientes de tipo T (transientes).

Los CCVD de tipo T, responsables de las corrientes de Ca* con las caracteristicas recién
descriptas, estan presentes en las neuronas del sistema nervioso central y periférico, asi
como también, en las células del musculo liso, cardiaco y estniado; en fibroblastos,
osteoblastos, oocitos y células secretoras (Carbone y Swandulla, 1989).

Como consecuencia de que la activacion de los CCVD de tipo T ocurre a potenciales
cercanos al potencial de reposo, estos canales son los responsables de la actividad neuronal
oscilatoria, es decir, de las fluctuaciones en el potencial de membrana independientes de la
actividad sinaptica, y por lo tanto, son importantes para la regulacion de la excitabilidad

neuronal (Llinds y Yarom, 1981; Bean, 1985).

CCVD activados por grandes depolarizaciones (High voltage activated, HVA)

Los CCVD correspondientes a la clase HVA se encuentran ampliamente distribuidos en
las neuronas, las células musculares y las células secretorias (Carbone y Swandulla, 1989).
Ademas del alto umbral de activacion, las corrientes de Ca®* generadas por estos canales
pueden ser rapida identificadas por dos caracteristicas:

e la cinética de inactivacion de las corrientes varia con el voltaje y con la
concentracién de Ca*'
¢ la conductancia de los canal HVA es mayor (2 o 3 veces) que la

conductancia de los canales de tipo T

Dentro de los HVA, al menos tres tipos de CCVD han sido identificados, los CCVD de
tipo L, los de tipo N, y los CCVD de tipo P.

12
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La corriente de tipo L ("long lasting") se mantienen activas mientras subsista la
despolarizacion, mostrando muy poca inactivacion. Se caracterizan por su sensibilidad a las
dihidropiridinas (DHP), siendo bloqueadas por la nitrendipina, nifedipina y nimodipina, y
activadas por la DHP agonista Bay K 8644 (ver Introduccion, Capitulo 1).

Las corrientes de tipo L han sido identificadas en todos los tipos de células musculares y
en las células secretoras (Hoffman et al., 1994). En el sistema nervioso central, las areas de
mayor concentracion de canales de tipo L investigadas mediante la fijacion de DHP
radioactiva, son la corteza y el hipocampo, pero también se los encuentra en el bulbo
olfatorio, el nicleo caudado y el cerebelo (Gould et al., 1985). Los canales de tipo L se
ubican fundamentalmente en los cuerpos neuronales y dendritas proximales, mas que en los
terminales sinapticos (Westenbroek et al., 1990).

Los CCVD de tipo L son esenciales para el acoplamiento de la excitacion-contraccion en
el musculo esquelético, cardiaco y liso. En consecuencia, el empleo de antagonistas de los
canales L para el tratamiento de la hipertension es consecuencia de sus efectos fisiologicos
sobre estos mecanismos.

Por otro lado, la participacion de las corrientes de tipo L en el influyjo de Ca®* a las
neuronas varia en los distintos tipos celulares. Mintz y colaboradores (1992b) mostraron
que, en las neuronas CA3 del hipocampo, un 40 % de la corrientes de Ca** es transportada
por canales tipo L; mientras que, en las células de Purkinje del cerebelo, los canales L solo

participan con un 5% de la corriente de Ca”" total (Mintz et al., 1992b).

La corriente tipo N se inactiva con una constante de tiempo (t) de cientos de
milisegundos, esto es mas rapidamente que la L, pero mucho mas lentamente que la 7;, por lo
que su nombre deriva de su inicial descripcion como corrientes ni L ni T.

Farmacologicamente se las reconoce por ser resistente a la accion de las DHP y por ser
bloqueada por concentraciones nanomolares de w-Conotoxina GVIA (o-CgTx GVIA), una
toxina peptidica del caracol marino Conus geographus (Olivera et al., 1985) (ver

Introduccién, Capitulo 1).
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Estudios radioautograficos utilizando ['*’I]-0-CgTx GVIA sugieren la presencia de este
tipo de canales en la substancia gris del cerebro en concentracion mayor que los de tipo L,
incluyendo la corteza cerebral, hipocampo y bulbo olfatorio (Kerr et al., 1988; Takemura et
al, 1988). También estan presentes en algunas células secretorias y en la hipofisis (Sher y
Clementi, 1991). Sin embargo, contrastando con la distribucion celular observada para los
canales de tipo L, los canales sensibles a o-CgTx GVIA se encuentran localizados en los
terminales sinapticos, ademas de en dendritas y cuerpos neuronales (Westenbroek et al.,
1992).

Las corrientes de tipo N son predominante en los cuerpos neuronales de las neuronas
simpaticas y conduce entre el 20 y el 40 % de las corrientes de Ca® en las células del
hipocampo, corteza, médula y ganglios de la raiz dorsal, pero solo un 5 % de la corriente de
Ca”" en las neuronas de Purkinje (Mintz et al., 1992a).

Mediante el empleo del antagonista especifico para los CCVD de tipo N, o-CgTx GVIA,
ha sido posible determinar el importante papel de las corrientes de Ca®* de tipo N en la
transmision sinaptica en la placa neuromuscular y sistema nervioso central de vertebrados
inferiores (Olivera et al., 1994); y en el sistema nervioso simpatico y en neuronas del sistema
nervioso central de mamiferos, como por ejemplo, en hipocampo, estriado y corteza cerebral
(Dunlap et al., 1995).

Otro tipo de corriente de Ca’" activada por fuertes despolarizaciones (HVA) fue
descripta en las células de Purkinje del cerebelo y denominada corriente de tipo P
("Purkinje") (Llinas et al., 1989). Estas corrientes se no se inactivan o lo hacen muy
lentamente. Se diferencian farmacolégicamente de las corrientes N porque no son sensibles a
la 0-CgTx GVIA, y se distinguen de las corrientes L porque son resistentes a las DHP
(Llinas et al., 1989).

Las corrientes de tipo P se caracterizan por ser sensible a dos componentes del veneno de
la arafia Agenelopsis aperta (funnel web spider), una poliamina de bajo peso molecular,

funnel web toxin (FTX) (Llinas et al., 1989) y un péptido de 48 aminoacido (aa)
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denominado w-Agatoxina IVA (0-Aga IVA) (Mintz et al, 1992a) (ver Introduccidn,
Capitulo 1).

Estas toxinas permitieron la purificacion del canal y la consiguiente preparacion de
anticuerpos policlonales que fueron empleados para estudiar la distribucion de los CCVD de
tipo P en el sistema nervioso central. Llinas y colaboradores (1992) observaron fuerte
inmunorreactividad en la capa molecular del cerebelo, en particular en las dendritas de las
células de Purkinje, en las células periglomerulares del bulbo olfatorio y corteza entorrinal,
en neuronas del tallo cerebral, habenula, oliva inferior y piso del cuarto ventriculo; mientras
que estos canales parecen escasamente localizados en las células del hipocampo, sustancia
nigra y neocortex.

Los CCVD sensibles a -Aga IVA parecen ser los canales mas fuertemente asociados a
la liberacion de neurotransmisor en el sistema nervioso central de mamiferos (Dunlap et al.,
1995). Ademas, en mamiferos, estos canales regulan neurotransmision a nivel de la placa

neuromuscular (Protti y Uchitel, 1993).

Por otro lado, a partir de estudios en los que se emplearon técnicas de biologia
molecular, se describio una corriente de Ca® denominada corriente de tipo Q. Esta
corriente, producto de la expresion en oocitos de una clase de subunidad a, del canal de
Ca” (a, clase A), es menos sensible a @-Aga IVA que las corrientes P y posee una cinética
de inactivacion lenta, pero no nula como en el caso de las corrientes P (Randall y Tsien,
1995). Como ya se analizara mas adelante, ain esta en discusion si las diferencias entre las
corrientes P y Q se deben a las propiedades estructurales de las proteinas que conforman el

canal y si son realmente dos clases distintas de corrientes de Ca*>* HVA.

Existen evidencias de la existencia de un nuevo tipo de corriente de Ca®>* voltaje-
dependiente, la corriente de tipo R (resistente), denominada de esta manera, por la
resistencia que tiene al bloqueo por w-Aga IVA, o-CgTx GVIA y las DHP (Zhang et al,,
1993).
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La falta de un antagonista especifico para la corriente de tipo R dificulta su identificacion
y la determinacion del papel fisiologico que cumple esta corriente en las células. Si bien algo
similar ocurre con las corrientes de tipo 7, para las que tampoco se ha encontrado un
antagonista especifico, las claras caracteristicas biofisicas de las corrientes T permiten su
rapida discriminacion. Las propiedades biofisicas de las commentes R y de los clones
expresados en sistemas heter6logos, son intermedias y no permiten su clasificacion dentro
del grupo de los LVA ni de los HVA (Zhang et al., 1993, Tottene et al., 1996).

Aspectos moleculares de los CCVD

Los canales de Ca® voltaje-dependientes son expresados en tan baja densidad en la
membrana de las células excitables que los esfuerzos para su purificacion empleando
técnicas bioquimicas se han restringido a aquellos tejidos donde, inusualmente, hay una alta
o localizada expresion de los CCVD. Este es el caso de las células del musculo esquelético,
en las cuales, los CCVD son particularmente abundantes en el sistema de tubulos T. Asi, la
diseccion molecular de los canales de calcio ha sido posible en base a los estudios
bioquimicos y moleculares realizados inicialmente en los canales de tipo L del musculo
esquelético (Caterall et al., 1988).

Los CCVD son un complejo hetero-oligomérico conformado por 4 subunidades: o), o2/
» B, ¥ (Figura 0.2.). La subunidad o, (175-270 kDa) forma el poro por el cual pasan los
iones y es la principal responsable de dependencia con el voltaje de la activacion y de las
propiedades de permeabilidad del canal (Tsien et al., 1991; Campbell et al., 1988). Esta
proteina posee cuatro regiones (I, II, III y IV); cada una de las cuales esta formada por 6
regiones transmembranales (S1-S6) (Figura 0.2). Los segmentos S4 estan cargados
positivamente y se piensa que forma el sensor de voltaje, es decir la region en la molécula
que desencadena los cambios conformacionales en respuesta a las variaciones del voltaje a
través de la membrana. Por otro lado, tanto la subunidades a; como la B contiene sitios de
fosforilacion dependientes del AMP ciclico (cAMP), que deben estar fosforilados para la
activacion del canal (Mundifia-Weilenmann et al., 1991; Nunoki et al., 1989).
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EXTRACELULAR

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Figura 0.2. Estructura de los canales de Ca®" voltaje-dependientes.

A) Subunidad o, de los canales de Ca** voltaje-dependientes donde se distinguen las cuatro regiones (I, II,
III, IV) con sus correspondientes dominos trasnsmembrana (S1, S2, S3, S4, S5, S6) y las regiones
intracelulares y extraculares. B) Esquema de la que representa la aparente disposicion de los dominios
transmembrana de la subunidad o; en la membrana plasmatica, noétese la posiscion del segmento S4,
dominio que se supone responde a cambios en el voltaje. C) Esquema de la aparente disposicion en la

membrana plasmatica de las cuatro subunidades que conforman los canales de Ca®* voltaje-dependiente.
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Las otras subunidades, si bien no son esenciales para el flujo voltaje-dependiente de
iones, contribuyen significativamente al fenotipo funcional del canal nativo (Singer et al.,
1991, Stea et al., 1994). La subunidad & es una proteina transmembranal de 25-32 kDa; y la
subunidad o/, es un dimero de 125-160 kDa, producto de modificaciones
postraduccionales de un Unico precursor (De Jongh et al., 1990). La subunidad B, cuyo peso
molecular varia entre 50 y 80 kDa, es una proteina intracelular que aparece asociada al
complejo desde la cara interna.

La subunidad f afecta la velocidad y la dependencia con el voltaje de la inactivacion del
canal. La coexpresion con la subunidad a, de distintas variantes de la subunidad 8 pueden
producir cambios, de hasta 10 veces, en la constante de tiempo de la inactivacion del canal
conformado por la subunidad al solamente. Ademas, diferentes subunidades B actuan
modulando la dependencia con el voltaje de la activacion y el estado estacionario de la
inactivacion (Stea et al., 1994).

En un principio, mediante técnicas bioquimicas, y mas tarde, gracias al empleo de las
herramientas de la biologia molecular, fue posible la identificacion de los componentes
estructurales de los CCVD del cerebro de mamiferos.

La mayor heterogeneidad ha sido encontrada en la familia de subunidad a, y en la familia
de la subunidad B. Un minimo de seis genes distintos codifican para las subunidades a,
denominadas de clase A, B, C, D, E y S (Birnbaumer et al.,, 1994; Snutch y Peiner, 1992)
(Figura 0.3.). Todas, exceptuando una clase (la clase S), son expresadas en el sistema
nervioso y cada una de ellas pueda ser procesada por splicing alternativo. En consecuencia,
en la actualidad se conocen, como minimo, 19 subunidades a, estructuralmente distintas; 16
de las cuales son expresadas en el cerebro (Figura 0.3).

De forma similar, existe un minimo de 4 genes para la familia de la subunidad  que
codifican para, al menos, 9 proteinas distintas; la mayoria de ellas también expresadas en las
neuronas. Asi, la potencial heterogeneidad estructural por la combinacion de los distintos
integrantes de las familias de las subunidades es muy grande. Nuevamente, esta complejidad

sugiere las diversas posibilidades de especializacion funcional.
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Productos del
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Figura 0.3. Esquema de la familia de genes para la subunidad a1 de los canales de Ca** volatje-dependientes.
Es también mostrada la nomenclatura correspondiente a la clasificacién de las corrientes de Ca® segiin los parametros
electrofisinldeicos. Para nomenclatura v citas originales consultar Birnbaumer et al.. 1994 Snutch v Peiner. 1992.
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Con el objeto de determinar el significado funcional de esta heterogeneidad, se han
expresado muchos de estos genes, solos y en combinacion con las otras subunidades, en
sistemas heterologos, especialmente en oocitos de Xenopus. Mas aun, estos estudios fueron
promovidos por el interés por reconciliar la clasica division de los CCVD segun criterios
farmacologicos y biofisicos (Tabla 0.1), con la clasificacion proveniente de los estudios de
biologia molecular (Figura 0.3.).

Sin embargo, hasta el momento la precisa determinacion del fenotipo farmacolégico es
conocida solo para los canales sensibles a las DHP. Los antagonistas del canal L se unen a la
subunidad o, en la putativa region extracelular entre los dominios SS1 y SS2 (Hofmann et
al., 1994). Las subunidades o, de la clase S, C y D producen corrientes sensibles a las DHP,
pero interesantemente, estas subunidades presentan cierta variabilidad en la region
extracelular que podria explicar las diferentes sensibilidades a las DHP observadas, por

ejemplo, en las corrientes de tipo L en musculo cardiaco y liso (Welling et al., 1993).

Los canales de Ca™ de la clase B también han sido clasificados farmacologicamente. La
expresion de la subunidad a,;p, en presencia de a»-8 y la subunidad 3, en oocitos de Xenopus
y en células embrionarias de rifion humano produce la unién de ['*’1]- ©-CgTx GVIA a estas
células (Dubel et al., 1992; Williams et al., 1992); y la apariciéon de cormentes de Ca”
sensibles a @-CgTx GVIA en la células embrionarias de riion humano y en miocitos de
ratones disgénicos (Williams et al., 1992; Fujita et al., 1993). La toxina se une con una
afinidad muy alta (Ka = 50 pM) y su lenta disociacién (entre 10*-10%/s) produce la
inhibicion casi irreversible de estas corrientes de Ca”".

Es considerado que la @-CgTx GVIA produce una inhibicion irreversible solo sobre o,
sin embargo, aun no se sabe con certeza si la subunidad a.p es la subunidad que enteramente
determina el pegado de la toxina, m si los diversos integrantes de la clase B de canales de
Ca®' expresan diferentes sensibilidades al antagonista. Esta ultima idea ha sido sugerida por
el hecho de que las corrientes de Ca®' de las neuronas simpaticas de rata son mas sensibles a
®-CgTx GVIA (ICso= 0,7 nM) que aquellas de las neuronas simpaticas de la rana (ICso= 33
nM) (Hess P., 1990).
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Los bloqueantes purificados del veneno de la arafia Agelenopsis aperta han sido
especialmente utiles para definir las corrientes de Ca®" de tipo P. Como ya fue mencionada
anteriormente, »-Aga IVA, uno de estos antagonistas, inhibe las corrientes P con una alta
afinidad (ICsc=1-50 nM), y concentraciones en el rango de 100 y 200 nM son utilizadas para
determinar la presencia de canales de tipo P en las neuronas (Mintz et al., 1992b; Mintz y
Bean, 1993).

La observacion de que la subunidad o4 es expresada en grandes cantidades en las
neuronas de Purkinje del cerebelo llevo a la especulacion de que w-Aga IVA seria el
antagonista especifico de los canales de Ca®>" que contienen la subunidad c;s. Sin embargo,
la expresion de la subunidad o4 en oocitos de Xenopus resulté en una corriente de Ca®* que
es menos sensible a w-Aga IVA comparada con las corrientes P de las neuronas de Purkinje
(Sather et al., 1993; Stea et al., 1994). Esta corriente de Ca®* mediada por la subunidad o4
en los oocitos ha sido denominada de tipo Q.

En la actualidad, sin embargo, no esta aun claro qué diferencias estructurales subyacen, si
las hay, a las distintas sensibilidades al bloqueo por @-Aga IVA de las corrientes P y Q. Sin
bien, en las células grano de cerebelo ha sido descripta una corriente de Ca*" con
caracteristicas similares a las corrientes 0 (Randall y Tsien, 1995), no se descarta la
posibilidad de las diferencias aparentes en la sensibilidad sean el resultado de distintos
isotipos de la subunidad a;4. Por otro lado, 1a combinacion de subunidades que componen el
canal o diferentes procesamientos postraduccionales, o ambos, podrian ser la causa de las
diferencias observadas.

En el estudio realizado en las neuronas grano del cerebelo, Randall y Tsien (1995)
proponen que las dos corrientes sensibles a w-Aga IVA, las corrientes P (Kq xInM) y O (K4
~ 90nM), se distinguen por la cinética de inactivacion, que es lenta para la corriente O, e
inexistente para la corriente P (corriente no-inactivada). Sin embargo, esta observaciéon no

fue reproducida en los experimentos realizados, en las células grano, por Tottene y
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colaboradores (1996), donde se pone en tela de juicio la afirmacion de que todas las

corrientes con caracteristicas del tipo P son bloqueadas con alta afinidad por o-Aga IVA.
Dado que esta discusion aun esta abierta, y con el objeto de no restringir la discusion de

los resultados planteados en este trabajo de tesis, en adelante nos referiremos a la toxina ©-

Aga IVA como un antagonista de los CCVD de tipo P/Q.

La caracterizacion farmacologica de los canales de Ca®* de la clase E ha estado
restringida a estudios de la expresion de las subunidades en sistemas heter6logos; dado que
existen pocos evidencias de corrientes de Ca®* nativas con propiedades similares a las de la
clase E. La expresion de la subunidad oe.n (0 su homologo doe-1) en oocitos de Xenopus
da como resultado una corriente con caracteristicas intermedias entre las corrientes HVA y
LVA (Soong et al., 1993). Excepto por su alta sensibilidad al Ni**, ningin antagonista
especifico ha sido descripto para estas corrientes, razon por la cual quedan aun por ser

determinadas las caracteristicas farmacologicas de los canales clase E (Dunlap et al., 1995).

Regulacion de los canales de Ca®* voltaje-dependientes

Como consecuencia de que los CCVD median la entrada de Ca®* que desencadena la
liberacion de neurotransmisor, no resulta sorprendente que los CCVD sean el blanco de
muchos eventos modulatorios que tienden a aumentar o disminuir su actividad y, de esta
manera, modificar la eficacia sinaptica.

Los mecanismos modulatorios de los CCVD mejor comprendidos son los ejercidos por
neurotransmisores y en los que participa la proteina G. La mayoria de estos estudios han
sido realizados en las neuronas de los ganglios simpaticos de rata, dado que estas neuronas
pueden ser facilmente aisladas y mantenidas en cultivo por varios dias. Las corrientes de
Ca*' en estas neuronas son predominantemente corrientes de tipo Ny, hasta el momento, se
conocen mas de 20 neurotransmisores y neuromoduladores distintos que modulan la

actividad del CCVD sensible a la o-CgTx GVIA (Hille B., 1994). La mayoria de estos
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neurotransmisores reducen entre un 20% y 90% las corrientes de Ca®" de tipo N a través de
una via en la que participa la proteina G.

Existen multiples evidencias, entre las que se encuentra la sensibilidad a la toxina de
pertusis, que sugieren que, en la modulacion por la acetilcolina, la somatostatina y la
adenosina de los CCVD de tipo N, participa la proteina G,, la proteina G mas abundante en
las neuronas (Hille B., 1994). Sin embargo, han sido descriptas al menos cinco vias distintas

que convergen en la modulacion de los CCVD de tipo N (Figura 0.4.).

M4 Aldosterona

M1 02 Somatostatina Sustancia P Secretina
Angio I1 PP PGE2 a, PP VIP

‘o o

Gno PTX

Delimitado a la
membrana

Sin cambios en
las propiedaes de
activacion

.

Figura 0.4. Cinco vias modulatorias que convergen en tres canales ionicos.

El esquema representa las vias modulatorias descriptas en las nueronas simpaticas. Abreviaturas: Angio II,
angiotensina II; SP, sustancia P; PP, polipéptido pancredtico; G, proteina G: Gpo.pix » proteina G insensible a
la toxina de pertusis; M, y M, receptores muscarinicos; o, receptores adrenérgicos o,: PGE2,

prostaglandinas E, ;y VIP, péptido vasoactivo intestinal.
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Como puede observarse en la Figura 0.4, la regulacion de los canales de Ca®* puede
involucrar la modulacion de distintas propiedades biofisicas. Si bien es sabido que la proteina
G afecta la actividad de la adenilato ciclasa y, en consecuencia regula los niveles de cAMP
en el citoplasma, se ha demostrado que cuatro de las cinco vias descriptas en las neuronas
simpaticas, no estan mediadas por cambios en el metabolismo del nucleétido ciclico.

Ademas, ninguno de los segundos mensajeros descriptos han sido involucrados en el
mecanismo de modulacion, lo que sugiere que esta delimitado a la membrana plasmatica
(Brown y Bimbaumer, 1990). Se presume que un componente de la proteina G en estado
activo interactua directamente con el canal, disminuyendo su probabilidad de apertura (Hill
B., 1994).

Si bien, conclusiones rapidas proponian a la subunidad a de la proteina G (G,) como el
componente esencial para la ejecucion de la modulacion, la clarisima demostracion de que
las subunidades By de la proteina G (Gg,) son las que modulan, por ejemplo, los canales de
K’ (canales de K* que rectifican hacia adentro, inward rectifier) (Logothetis et al., 1987,
Reuveny et al., 1994), genero otra hipotesis que debid ser testeada.

En un excelente trabajo, Stephen R. Ikeda (1996) demostré que las subunidades Gg,, y no
la subunidad G., participan en la modulacion que ejerce la noradrenlina sobre los CCVD de
tipo N en las neuronas simpaticas. La sobre-expresion transitoria de las subunidades Gp, en
estas neuronas reproduce y ocluye el efecto de la noradrenalina sobre las corrientes de Ca**
de tipo N. Contrariamente, la sobre-expresion de la subunidad G, tiene efectos minimos
sobre los niveles basales de corriente N pero ateniia la inhibicion de las corrientes de Ca®'
que ejerce la noradrenalina. Esta ultima observacion es consistente con el hecho de la

subunidad G, secuestra las subunidades Gp,, impidiéndoles ejercer su accion moduladora.

Otro importante mecanismo descripto para modulacion de los corrientes de Ca>* es la
fosforilacion/defosforilacion de los canales mediada por segundos mensajeros. Las primeras
evidencias de la existencia de estos mecanismos surge de estudios de regulacion de los
canales de tipo L presentes en células cardiacas. La noradrenalina, actuando a través de los

receptores B-adrenérgicos, aumenta la corriente de Ca®’ lenta; mientras que la acetilcolina
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(ACh), por medio de los receptores colinérgicos muscarinicos, revierte el efecto de la
noradrenalina disminuyendo dicha corriente (Reuter, 1983, Tsien et al., 1986).

Diversas evidencias sugieren que el efecto de la noradrenalina y la acetilcolina involucra
la regulacion de los CCVD de tipo L por una via dependiente de cAMP. Cualquier agente
que produzca un aumento en los niveles citoplasmaticos de cAMP en células cardiacas, por
ejemplo los agonistas -adrenérgicos, aumentan la probabilidad de apertura de los canales L
(Reuter, 1983; Tsien et al., 1986). Ademas, la microinyeccion de la subunidad catalitica de la
quinasa dependiente de cAMP (PKA) en miocitos reproduce los efectos de la noradrenalina
(Osterrieder et al., 1982; Brum et al., 1983), y la inyeccion de un inhibidor especifico de la
PKA, bloquea el efecto de los agonistas B-adrenérgicos (Bkaily y Sperelakis, 1984).

Por otro lado, se ha demostrado que otras proteinas quinasas también participan en la
regulacion de los CCVD. En neuronas embrionarias de pollo, activadores de la proteina
quinasa dependiente de diacilglicerol (PKC), como los ésteres de forbol, inhiben las
corrientes de Ca”* (Rane y Dunlap, 1986; Marchetti y Brown, 1988).

En las neuronas del caracol marino Helix aspera, cGMP activa una corriente de Ca*’ y
este efecto es reproducido por la inhibicion de la fosfodiesterasa dependiente de cGMP
(Paupardin-Tritsch et al., 1986). Ademas, fue demostrado que los CCVD sensibles a las
DHP de las células musculares puede ser fosforilado por la quinasa dependiente de
Ca”/calmodulina (Hosey et al., 1986).

Un mecanismo poco conocido pero muy interesante ha sido descripto por Passafaro y
colaboradores (1994). En células de neuroblastoma humano en cultivo, la incubacion con @-
CgTx GVIA o con Cd* provoca la incorporacion en la membrana plasmatica de nuevos
canales de Ca®" voltaje-dependientes. Experimentos de permeabilizacion de la membrana
revelaron la existencia de un depdsito “pool” intracelular de sitios de union para la ©-CgTx
GVIA que eran incorporados a la membrana en respuesta a este tratamiento. Este fenomeno
es prevenido por bajas temperaturas y por nocodazol. Estos resultados sugieren que
estimulos especificos, como en este caso el bloqueo de la entrada de Ca®* a, podrian inducir

la translocacion de CCVD a la membrana plasmatica.
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Recientemente, otro mecanismo de translocacion de los CCVD a la membrana plasmatica
ha sido descripto por los mismos autores en las células de neuroblastoma humano. El pool/
intracelular de los sitios de union a @-CgTx GVIA aparece en una fraccion subcelular
enriquecida en granulos de secrecion de cromogramina-B. Estimulos que promueven la
secrecion, como ser el KCl, la ionomicina y los ésteres de forbol, provocan la translocacion
a ala membrana de los CCVD. Esta observacion fue acompafiada con un aumento en la sefial
del indicador de Ca*" fluorescente Fura-2 en respuesta a estimulos despolarizantes. Tanto la
cinética como la dependencia con el Ca® y la proteina quinasa C del mecanismo de
translocacion de los CCVD de tipo N a la membrana es similar a la del mecanismo de
secrecion regulada de cromogramina-B, sugiriendo que los CCVD podrian ser incorporados
a la membrana plasmatica como consecuencia de la secrecion regulada de péptidos

(Passafaro et al., 1996).

Si bien todos estos estudios demuestran la modulacion de la corriente de Ca’* registradas
en el soma neuronal, todos los autores de estos trabajos proponen que similares mecanismos
podrian afectar la entrada de Ca® al terminal y de esta manera regular la transmision

sinaptica.

Propiedades de los terminales nerviosos aislados

En las células en general, pero en mucho mayor grado en las neuronas, los procesos
celulares estan compartimentalizados, es decir, ocurren en regiones acotadas de la célula,
donde los cambios que se generan en la concentracion de iones y de segundos mensajeros no
necesariamente se extienden a la totalidad de la célula. Este hecho es consecuencia de que
muchos de los componentes celulares, tanto citoplasmaticos como de membrana, no se
encuentran distribuidos uniformemente en las células.

Un claro ejemplo de esto lo constituyen los terminales sinapticos, compartimentos
celulares especializados en la transmision sinaptica. Los terminales presinapticos del sistema

nervioso central son, en general, engrosamientos de una fina ramificacion axonal que entran
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en contacto con una dendrita, un soma, o inclusive un axon de otra neurona. La region de la
célula postsinaptica que contacta con el terminal presinaptico también sufre modificaciones
durante la sinaptogénesis que dan como resultado estructuras postsinapticas muy
especializadas.

Mediante estudios de microscopia electronica y métodos de fraccionamiento subcelular,
se estimo que las regiones sinapticas representan la mayor parte del volumen de la sustancia
gris del cerebro (Rodriguez de Lores-Amaiz y De Robertis, 1972).

Salvo escasas excepciones, como la sindpsis gigante del calamar, los terminales sinapticos
de las neuronas del sistema nervioso central resultan inaccesibles para el registro de las
corrientes de Ca®* presinapticas. Las técnicas para el registro electrofisiologico de corrientes
en las neuronas han avanzado enormemente y hoy en dia es posible obtener muy buenos
registros de corrientes en somas de neuronas pequefias en rodajas “slices” de cerebro,
experimentos que ademas requieren de la utilizacion de camaras de video con infrarrojo para
una buena visualizacion de la zona de registro. Sin embargo, las corrientes que se generan en
el terminal nervioso sigue siendo inaccesible y, como consecuencia de la diferencial
distribucion de los CCVD y otros canales, no es posible extrapolar lo que ocurre en el soma
a los terminales sinapticos.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas para la visualizacion de cambios
en la concentracion intracelular de Ca>', imaging de Ca®* Estas técnicas se valen de
compuestos quimicos fluorescentes que tienen afinidad por el Ca® y que modifican su
espectro de emision o de absorcion, dependiendo del indicador, como consecuencia de la
union del ion. Los mas usados son Fura-2, Fluo-3 y, recientemente, Oregon-green, todos, en
general, compuestos derivados de los quelantes de Ca®* EGTA y BAPTA. El desarrollo de
esta técnica viene acompafiado de un tremendo mejoramiento de las técnicas de microscopia
que permiten la iluminaciéon de la preparacion con la longitudes de onda requerndas y la
deteccion de la luz emitida. Sin embargo, sumado a la baja resolucion temporal que tienen
estas mediciones, la resolucion espacial sigue siendo pobre para determinar los cambios de la
fluorescencia en regiones tan pequefias que, por otro lado, resultan enmascarados por los

enormes cambios producidos en otras regiones proximas de las neuronas circundantes.
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Mediante procedimientos de homogeneizacion y centrifugacion diferencial del tejido
nervioso es posible aislar terminales nerviosos intactos, estructura subcelular que recibe el
nombre de sinaptosoma. Las técnicas para aislamiento de sinaptosomas permiten el estudio
de la morfologia y de los procesos fisiologicos que tienen lugar en el terminal sinaptico.

Los sinaptosomas tiene un diametro de aproximadamente 500 um y contienen gran parte
de la membrana presinaptica, donde puede distinguirse la presencia de los zonas activos y
otras especializaciones de la membrana presinaptica, que ha sido rota y resellada durante el
proceso de homogeneizacion. En su interior se distinguen mitocondrias, sistemas de
cisternas involucradas en el reciclado de la membrana como consecuencia del proceso de
exocitosis y gran cantidad de vesiculas sinapticas(Rodriguez de Lores-Arnaiz y De Robertis,
1972).

Las especializaciones de la matriz extracelular en la zona del contacto sinapticos
mantienen fuertemente unida la membrana presinaptica de la postsinaptica, razon por la cual,
la fraccion de terminales aislados ademas contiene parte de la membrana postsinaptica que
incluye las especializaciones postsinapticas, sitio donde estan los receptores postsinapticos.

Los sinaptosomas son capaces de ejecutar muchas de las funciones fisiologicas de los
terminales sinapticos observadas en slices de cerebro. Los terminales nerviosos aislados y
mantenidos en medios adecuados producen compuestos de alta energia por medio de la
glicolisis y la fosforilacion oxidativa, y sintetizan moléculas como lipidos, proteinas y
polisacaridos (Rodriguez de Lores-Arnaiz y De Robertis, 1972). Tienen la habilidad de
acumular iones y de transportar distintos neurotransmisores y otro tipos de moléculas por
mecanismos pasivos, activos o facilitados. Ademas, ha demostrado ser una preparacion
apropiada para el estudio directo de las reacciones bioquimicas involucradas en la sintesis y
degradacion de neurotransmisores (Rodriguez de Lores-Arnaiz y De Robertis, 1972).

Por otro lado, como consecuencia de que las propiedades de permeabilidad selectiva de la
membrana se mantienen intactas por bastante tiempo luego de su purificacion, los
sinaptosomas mantienen un potencial de reposos negativo y es posible mediante estimulos

adecuados despolarizar la membrana y desencadenar la liberacion de neurotransmisor. Los
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sinaptosomas han sido y son empleados para estudiar los mecanismos involucrados en la
liberacion de neurotransmisor (Dunlap et al., 1995).

Muy relevante es el hecho de que los sinaptosomas constituyen una muy buena
preparacion para el estudio de los CCVD involucrados en la neurotransmsion. Es posible
medir el flujo de Ca** mediante la determinacion de la incorporacion del isotopo radioactivo.
Uno de los primeros informes de la utilizacion de la técnica de captacion de Ca®* en
sinaptosomas fueron Drachman y Fanburg en 1969, donde determinaron el efecto de la
toxina botulinica sobre el influjo de Ca’" a los sinaptosomas.

Posteriormente, Blaustein (1975) caracterizo la captacion de Ca® en respuesta a
diferentes estimulos despolarizantes y la liberacion de neurotransmisor asociada. Mostré que
la velocidad de la captacion de Ca*' aumenta cuando se incrementa la concentracion de KCl
por arriba de 15-20 mM y que este efecto es reversible. El Rb’ reemplaza al K™ en la
estimulacion de la captacion de Ca®* pero el Cs' es cinco veces menos efectivo y el Li** no
tiene efecto. Otros dos agentes despolarizantes, la veratridina y el veneno del escorpion
Leirus quinquestriatus, también estimulan la captacion de Ca®> pero la accion de estas
sustancias es bloqueada por la tetrodotoxina, bloqueante de los canales de Na'.

Ademas, demostrd que la captacion de Ca®' estimulada por K* es bloqueada por Mg*,
Mn® y La®, todos bloqueantes de los corrientes de voltaje-dependientes. También midio6 la
liberacion de noradrenalina y acetilcolina por los sinaptosomas y determiné que la
dependencia de este proceso con el Ca®* extracelular.

En resumen, estos experimentos demuestran que los sinaptosomas estimulados por
agentes despolarizantes bajo condiciones fisiologicas, aumentan su permeabilidad al Ca”’,
acumulan el ion y liberar neurotransmisor en respuesta a la influjo estimulado de Ca®".

En este trabajo de tesis se utilizaron terminales nerviosos aislados del SNC de
vertebrados para estudiar las propiedades farmacolodgicas y la modulacion de los CCVD de

los terminales sinapticos.
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Capitulo 1, Introduccion

INTRODUCCION

Aspectos generales

Desde el descubrimiento en 1953 de los canales de Ca’" activados por voltaje (Fatt y Katz,
1953), éstos se han identificado como componentes ubicuos de las células excitables de
animales de todos los fila. El primer informe sobre la existencia de multiples tipos de canales
de Ca®" aparecio unos 20 afios después;, Hagiwara y colaboradores (1975) demostraron la
presencia de dos corrientes de Ca” biofisicamente distintas en los oocitos de la estrella de
mar Mediaster aequalis. Los autores hipotetizaron que estas corrientes resultaban de la
entrada de Ca®" a través de proteinas estructuralmente diferentes. Los estudios realizados
durante la década pasada confirmaron esta hipotesis, y mas atin han revelado la complejidad
estructural de la familia de los canales de Ca** Este hallazgo sugiere la heterogénea
especializacion funcional de los canales de Ca’" voltaje-dependientes (CCVD).

Podria especularse que la evolucion de los multiples tipos de canales de Ca®>' emergi6é en
paralelo con la de diversas funciones celulares que dependen del Ca®". Asi las propiedades
de los distintos CCVD esta optimizada para el control de una funcién particular. A un nivel
rudimentario, esta idea ha sido apoyada por el hecho de que, por ejemplo, los canales de
Ca®" responsables del acoplamiento de la contraccion-excitacion en el misculo son distintos
a los involucrados en el acoplamiento excitacion-secrecion en los terminales nerviosos.

Por otro lado, distintos tipos de canales de Ca’ participan en la liberacion de
neurotransmisor. Si bien los canales de Ca’ de los terminales presinapticos comparten
algunas caracteristicas como, por ejemplo, ser activados por grandes despolarizaciones; la
diversidad estructural da como resultado canales con propiedades biofisica y farmacologicas
distintivas.

En los ultimos afios, los cientificos interesados en el funcionamiento del sistema nervioso
han invertido grandes esfuerzos para intentar responder algunas preguntas al respecto. Son
los mismos tipos de CCVD los que participan en la transmision sinaptica en las distintas
especies de animales? Cuales y cuantos son los tipos de CCVD que controlan la

neurotransmision en el SNC de una especie? Diferentes tipos de CCVD cooperan en el
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control de la liberacion de neurotransmisor en un mismo terminal sinaptico? Las respuestas a
estas preguntas requieren de informacion precisa acerca de los fenotipos farmacoldgicos y

biofisicos de los distintos integrantes de la extensa familia de CCVD.

Empleo de toxinas y otros boqueantes para la discriminacion farmacolégica de los

CCVD.

El uso de sustancias con efectos bloqueantes de la actividad de los CCVD ha sido de gran
utilidad para la discriminacion de los distintos tipos de canales involucrados en influjo de
Ca’’ a las células. Estas valiosas herramientas no solo nos permiten conocer las propiedades
de los canales que participan en la regulacion de la concentracion intracelular de Ca®”, sino
ademas la distribucion celular de los CCVD vy los procesos celulares en los que éstos estan

involucrados.

Dos clases de ligandos peptidicos, colectivamente referidos como las @-toxinas, han sido
utilizados para definir varias clases de CCVD (Olivera et al., 1991; Sher y Clementi, 1991).
Dentro del grupo de w-toxinas se encuentra: a) la familia de w-Conotoxinas (0-CgTx),
conformada por péptidos de entre 24 a 29 aminoacidos aislados de los caracoles Conus sp.
y, b) la familia de ®w-Agatoxinas (w-Aga), aisladas a partir de la arafia americana “funnel-
web spider” Agelenopsis aperta. En ambas familias, los ligandos de los CCVD son toxinas
que se encuentran en el veneno de estos animales y que presumiblemente son utilizados para

capturar a sus presas inmovilizandolas.

Por otro lado, también seran descriptas otras sustancias, de naturaleza no peptidica, que

ejercen acciones modulatorias sobre la actividad de los CCVD.
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a) Las w-Conotoxinas

En el veneno de cada especie de (‘onus sp. existen multiples ©-CgTx, multiples péptidos
que, con distinto grado de selectividad, bloquean algunos tipos de CCVD. Todas las o-
CgTx comparten una caracteristica estructural, poseen 4 puentes disulfuros que forman
pequeiios rulos, “loops”, de 1 a 6 aminoacidos entre las cisteinas que forman estas uniones.
La hipervanabilidad de los residuos aminoacidicos esta restringida a los /oops y se presume
que resulta importante para la actividad bioldgica (Olivera et al., 1994).

La primer ©-CgTx aislada fue la @-CgTx GVIA, obtenida a partir del veneno del Conus
geografus (Olivera et al., 1984). Este péptido es un potente e irreversible bloqueante de los
CCVD resistentes a las dihidropiridinas, los CCVD de tipo N (Nowycky et al., 1985;
Carbone et al., 1990; McCleskey et al., 1987; Plummer et al., 1989).

©-CgTx GVIA bloquea la liberacion de neurotransmisor (Kerr y Yoshikami, 1984) y la
corriente presinaptica de Ca’ en la placa neuromuscular de la rana toro (Katz et al., 1995);
y la neurotransmision en el organo eléctrico del 7orpedo (Koyano et al, 1987). En
sinaptosomas de cerebro de pollo, se demostré la existencia de sitios de union de alta
afinidad para la ['*’IJo-CgTx GVIA (Cruz y Olivera, 1986) y, en concordancia, se reportd
que esta toxina inhibe el influjo de Ca®>" y un 70% de la liberacion de nerurotransmisor
(Rivier et al., 1987; Lundy et al., 1989).

St bien se ha reportado que w-CgTx GVIA reduce la frecuencia de los potenciales
miniaturas de la placa neuromuscular del raton (Protti et al., 1991), este bloqueante de los
CCVD de tipo N no afecta la liberacion de neurotransmisor evocada en esta preparacion ni
en la placa neuromuscular de la rata ni del humano (Sano et al., 1987, Protti et al., 1996,
Wessler et al., 1990a).

Contrariamente a lo observado en vertebrados no mamiferos, esta toxina no produce
paralisis cuando es administrada intraperitonealmente en el raton. (Olivera et al., 1985). Sin
embargo, la inyeccion intracerebral de ©-CgTx GVIA causa temblores en el raton,
sugiriendo entonces que esta toxina tiene efectos sobre el sistema nervioso central de

mamiferos (Olivera et al., 1985). En rebanadas de cerebro y en sinaptosomas de distintas
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regiones del cerebro de rata, se ha demostrado que la ®-CgTx GVIA inhibe parcialmente,
pero de manera muy potente, la liberacién de glutamato (Suszkiw et al., 1987, Luebke et al.,
1993), acetilcolina (Wessler et al., 1990b), dopamina (Turner et al., 1993) y noradrenalina
(Dooley et al., 1988), estimuladas eléctricamente o mediante el aumento de la concentracion
extracelular de KCl.

Si bien los CCVD de tipo N participan en la neurotransmision en el SNC de mamiferos, no
son los unicos responsables de este proceso. En hipocampo, por ejemplo, la liberacion de
glutamato y GABA es mediada por entrada de Ca’ a través de CCVD sensibles a »-CgTx
GVIA y ©-Aga IVA que actuan de manera sinérgica (Mintz et al., 1995).

También ha sido reportado que w-CgTx GVIA inhibe la neurotransmisién autonémica en
diversas preparaciones de mamiferos (Allescher et al., 1989; Surprenant et al., 1990;
DeLuca et al., 1990; Pruneau y Angus, 1990).

Witcher y colaboradores (1993) mostraron que los canales de tipo N incorporados en
bicapas lipidicas tienen una alta probabilidad de apertura que se ve reducida en presencia de
@-CgTx GVIA. Si bien la probabilidad de apertura es mas baja, los estados abiertos del
canal persisten, hecho que sugiere que el sitio de union de la toxina no es el poro del canal.

Es sabido que los cationes inhiben potentemente el pegado de ['*’1]Jo-CgTx GVIA al canal
de tipo N en el siguiente orden Na' < Ba” < Ca’ < Cd”' (Abe et al., 1986??). Existen
evidencias de que el sitio de union del ion Ca® esta en el poro del canal y que regula

alostéricamente el pegado de 0-CgTx GVIA (Witcher et al.,1993).

Una estrategia que utiliza técnicas de la biologia molecular ha permitido purificar un gran
numero de w-conotoxinas del veneno del Conus magus. A partir de una biblioteca de cDNA
de las células del conducto que secreta el veneno de este caracol marino, se han podido
sintetizar un conjunto de péptidos que tienen actividad de bloqueantes de los CCVD (Tabla
1.1).

©-CgTx MVIID, uno de los péptidos identificados con esta novedosa estrategia, causa
paralisis y muerte cuando es inyectada en el pez (Hillyard et al., 1992). En experimentos de
competicion de la union de ['*’1] @-CgTx GVIA a membranas de cerebro de rata, se mostro
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Tabla 1.1 Bloqueantes de Canales de Ca** Voltaje-Dependientes.

o-CgTx  Conus Geografus péptido (27aa) bloqueo irreversible de
GVIA CCVD de tipo N
o-CgTx Conus Magus  péptido (25aa) bloqueo reversible de CCVD
o-CgTx MVIIA de tipo N
o-CgTx Conus Magus  péptido (26aa) amplia especificidad por
MVIIC CCVD de tipo no-L
o-CgTx Conus Magus  péptido (25 aa)  marcada preferencia por
MVIID CCVD de tipo no-N.
o-Aga IA Agelenopsis péptido bloqueo irreversible de
aperta (69aa) CCVD de vertebrados e
invertebrados
o- w-Aga IB A. aperta péptido (69aa) amplia especificidad
A w-Aga I1A A. aperta péptido bloquea neurotransmion en
E (9,5 kDa) insectos y la union de o-
t CgTx GVIA
° w-Aga IIIA A. aperta péptido amplia especificidad por
x (76aa) HVA
1
: o-Aga IVA A. aperta péptido bloquea CCVD de tipo P/Q
s (48aa)
o-Aga IVB A. aperta péptido bloquea canales P/Q, 8 veces
(48aa) mas lenta que o-Aga IVA
o-Aga IVC A. aperta enantedmero similar a ©-Aga IVB, pero
de 0-Aga IVB menos potente y menos
en serina 46 estable.
FTX A. aperta desconocida blogquea CCVD de tipo P
nitrendipina  sintesis organica 1,4- bloquea los CCVD de tipo L
g dihidropiridina
P nifedipina  sintesis organica 1,4- bloquea los CCVD de tipo L
dihidropiridina
nimodipina  sintesis organica 1,4- bloquea los CCVD de tipo L
dihidropiridina
BayK 8644  sintesis organica 1,4- agonista de los CCVD de
dihidropindina tipo L
SZ(+)-(s)-  sintesis organica 1,4- agonista de los CCVD de
202-791 dihidropinidina tipo L

34



Capitulo [. Introduccion

que 0-CgTx MVIID tiene muy baja afinidad por el sitio de alta afinidad para ©-CgTx GVIA
(canales de tipo N, en mamifero) (Monje at al., 1993). Sin embargo, cuando se determiné la
afinidad por el sitio de union de ©-CgTx MVIIC, se vio que ©-CgTx MVIID tiene una
similar afinidad, en el rango namolar, por el sitio de union de »-CgTx MVIIC, mientras que
la afinidad de @- CgTx GVIA es 100 veces menor.

En resumen, ©-CgTx MVIID muestra una marcada preferencia por los canales de tipo no-

N respecto de los canales de Ca’* de mamifero de tipo N (Monije at al., 1993).

b) Las w-Agatoxinas
Otra familia de las o-toxinas es la que constituyen las w-Aga, un heterogéneo grupo de

polipéptidos con un peso molecular que varia entre 5 y 10 kDa que bloquean la actividad de
los CCVD (Tabla 1.1) (Adams et al., 1989;1990). Estas toxinas son purificadas del veneno
de arafias y clasificadas en cuatro grupos de acuerdo a (Adams et al., 1989; Pocock et al.,
1992):

e la actividad como bloqueantes de la neurotransmision en invertebrados

e la unién a los canales de Ca®" de tipo N de vertebrados

e determinado por el desplazamiento de la unién de [*’IJo-CgTx GVIA a

membranas de terminales sinapticos

e la inhibicion de las corrientes de Ca*" de tipo P en neuronas del SNC de

vertebrados

Esta toxina de 48 aminoacidos contiene 8 residuos cisteina y la configuracion de los /oops
en la estructura de esta toxina es similar a la configuracion de los 4-/oops descriptas en las
o-conotoxinas. La estructura tridimensional de w-Aga IVA consiste en un rigido grupo
central de aminoacidos, las cuatro regiones /oop flexibles, y una cola en el extremo
carboxiterminal extremadamente flexible. A pesar del bajo porcentaje de homologia en la
secuencia de aminoacidos de ©-Aga IVA y 0-CgTx GVIA, ambas comparten la orientacion

y localizacion de los puentes disulfuro en sus estructuras secundarias (Olivera et al., 1994).
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En mamiferos, w-Aga IVA actia como un potente bloqueante de los canales de tipo P Q'y
no afecta la actividad de los canales de tipo 7, /. ni N. El valor de ICs, para el canal de tipo P
de las neuronas de Purkinje es 2-3 nM y la disociacion de la union de o-Aga IVA al canal es
muy sensible al voltaje (Mintz et al., 1992b; 1993). El bloqueo de los CCVD de tipo P
puede ser revertido en segundos luego de despolarizar la membrana a altos voltaje. Mayores
concentraciones de ©-Aga IVA son requeridas para la inhibicion de las corrientes de Ca’' de
tipo Q en las células granulares del cerebelo (ICso= 50, 30 y 300nM) (Zhang et al., 1993).

o-Aga IVA bloquea casi completamente la corriente de Ca® resistente a las
dihidropiridinas y a @-CgTx GVIA en las neuronas de la region CAl del hipocampo (80-
90%) (Luebke et al., 1993; Castillo et al., 1994, Takahashi y Momiyama, 1993) y las
corrientes de Ca®' en rebanadas de cerebelo y médula espinal (95%) (Takahashi y
Momiyama, 1993). Este conjunto de evidencias sugiere que los CCVD de tipo P/Q son
importantes mediadores de la entrada de Ca®* a las neuronas en el SNC de mamiferos.

Sin embargo, en la rata, w-Aga IVA inhibe parcialmente (50-70%) la liberaciéon de
glutamato en sinaptosomas de corteza cerebral (Turner et al,, 1992) y la liberacion de
dopamina en sinaptosomas de estriado (Turner et al., 1993). Estos ultimos trabajos apoyan
la hipotesis de que mas de un unico tipo de CCVD controla la neurotransmision en SNC de
mamiferos (Dunlap et al., 1995).

En el sistema nervioso periférico de mamiferos, w-Aga IVA ejerce potentes efectos
inhibitorios sobre la neurotransmision. En la placa neuromuscular del raton, esta toxina
bloquea la transmision sinaptica (ICso = 10nM) y la corriente de Ca®" presinaptica registrada
con electrodos extracelulares ubicados en el perineuro (Protti y Uchitel, 1993).
Contrariamente, »-Aga IVA no es efectiva en el bloqueo de la transmision sindptica en la
placa neuromuscular de la rana, donde los canales de Ca®" son sensibles a ®-CgTx GVIA

(Katz et al., 1995).

¢) Otros bloqueantes
Como se ilustra en la Tabla 1.1, las 0-CgTx y las ©-Aga no son los Unicos bloqueantes
conocidos de los CCVD. La FTX, otra toxina aislada a partir del veneno de la arafia
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Agelenopsis aperta, ha sido descripta como un bloqueante de las corrientes de Ca®" de las
neuronas de Purkinje de mamifero (Cherksey et al., 1991). Si bien el detalle de la estructura
quimica de esta toxina aun no es conocido, la presencia de numerosos grupos aminos en la
estructura propuesta y el bajo peso molecular de esta molécula permiten clasificarla dentro
del grupo de las poliaminas. Como consecuencia del desconocimiento de su exacto peso
molecular, en éste y todos los trabajos que emplean esta toxina, no es posible expresar la
concentracion y debemos referirnos a diluciones del extracto purificado (pl/ml).

FTX bloquea la corriente de Ca®' asociada con la liberacion de neurotransmisor en la
sinapsis gigante del calamar (Llinas et al., 1989), la liberacion de acetilcolina en la placa
neuromuscular del raton (Uchitel et al., 1992) y del humano (Protti et al., 1996) y la entrada
de Ca® a sinaptosomas del Torpedo (Moulian y Gaudry-Talarmain, 1993). Esta toxina
también bloquea la liberacion de catecolaminas de la células cromafines de la médula adrenal
(Duarte et al., 1993) y los canales de Ca®" de la neurohipofisis de rata (Wang y Lemos,
1994). Si bien en un principio FTX fue considerado un bloqueante especifico de los canales
de tipo P, en los ultimos afios nimerosos trabajos, incluyendo el presentado en este capitulo,
han mostrado que esta toxina tiene efecto sobre otros canales de Ca>* ademas de los de tipo
P

Las dihidropiridinas (DHP) representan otra gran familia de bloqueantes de canales.
Algunos de los integrantes de esta familia son bloqueantes de los CCVD de tipo ., mientras
que otros poseen reconocidos efectos agonistas sobre los CCVD (Tabla 1.1). La
nitrendipina es una 1,4-dihidropiridina producida por sintesis organica que bloquea la
corriente de Ca”" en todos los tipos de células musculares de vertebrados, asi como en
algunas neuronas y células neuroendocrinas (Hofmann et al., 1994).

Mediante registros de canal Gnico se sabe que, en presencia de estas drogas antagonistas,
los CCVD de tipo /. entran en un estado quiescente permaneciendo menor tiempo en los
estado abierto. Contrariamente, las dihidropiridinas agonistas, como BayK 8644 y SZ(+)-
(s)-202-791, promueven un estado abierto mas activo caracterizado por largos tiempos de

apertura del canal (Hess, 1990).
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OBJETIVO

El objeto de este estudio es la caracterizacion de los canales de Ca®* voltaje-dependientes
de los terminales sinapticos del sistema nervioso de mamiferos y de aves. Con este fin, se
determinara la sensibilidad a bloqueantes de los distintos tipos de CCVD, del influjo de Ca**

a sinaptosomas de cerebro de rata y de pollo.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la fraccion cruda de sinaptosomas

Se utilizaron ratas machos de cepa endocriadas Wistar de 200 a 300 g de peso (aprox. 2
meses de edad) y pollos machos de la cepa White Leghorn de 13 a 30 dias de edad. Luego
de la decapitacion, se extrajo rapidamente el encéfalo. Se procedio a la diseccion de la
corteza cerebral frontal de la rata o del cerebro anterior (se elimin6 el cerebelo y el tallo
cerebral) de pollo sobre un papel de filtro bafiado en solucion homogenizadora y mantenido
a 4 °C. Se tuvo especial cuidado en la eliminacion de la sustancia blanca que se encuentra
por debajo de la corteza cerebral, lo que permite reducir la contaminacion con mielina de la
fraccion sinaptosomal cruda (ver mas abajo).

El tejido disecado se homogenizé6 manualmente en solucion de homogeneizacion al 8%
(P/V) con 8 pasadas utilizando un homogeneizador de vidrio y teflon. El homogenato se
centrifugo a 900 x g (3000 rpm en rotor SS34 y centrifuga RC5C de Sorvall Instrument) por
10 min. a 4°C, con el objeto de separar los nicleos y restos celulares no disgregados durante
la homogeneizacion que quedaran en el pellet (P,). El sobrenadante (S,) fue centrifugado a
12.000 x g (10.000 rpm en rotor SS34 y centrifuga RC5C de Sorvall Instrument) por 20
min. a 4°C para obtener el pellet mitocondrial (P2) que contiene los sinaptosomas. Durante
todo el procedimiento la muestra fue mantenida a 4°C (Esquema 1.1.).

El pellet puede ser resuspendido en solucion isotonica que contenga glucosa como la
solucion Basal y ser utilizada para estudiar aspectos fisiologicos y farmacoldgicos de la
funcion sinaptica.

Sin embargo, la fraccion sinaptosomal cruda, como llamaremos a esta preparacion,
contiene ademas de sinaptosomas, fragmentos de axones mielinicos y amielinicos y
mitocondrias (Rodriguez de Lores-Arnaiz y De Robertis, 1972). Por esta razon, resulta
conveniente purificar los sinaptosomas mediante centrifugaciones sucesivas empleando

gradientes discontinuos.
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Corteza cerebral frontalde rata,
Cerebro anterior de pollo o
Hipotéalamo de rata

|

RS

Homogeneizacion del
tejido en sacarosa 0,32 M

Centrifugacion a 900 x g
10 min.a4C
\H/
SOBRENADANTE
% Centrifugacién a 12.000 x g
20min. a4 C..
PELLET

% Resuspension del pellet

en solucion Basal

FRACCION DE SINAPTOSOMAS

Esquema 1.1. Protocolo para la preparacion de la fraccion cruda de sinaptosomas.
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Obtencion de la fraccion pura de sinaptosomas
Algunos aspectos importantes de los procedimientos de purificacion

Las condiciones utilizadas para la obtencion de la fraccion pura de sinaptosomas al igual
que la duracion del procedimiento, son factores criticos que afectan la actividad metabolica
de esta fraccion subcelular. La técnica clasica para la obtenciéon de sinaptosomas es la
utilizada primeramente por De Robertis y colaboradores en 1961 y consiste en el empleo de
gradiente de densidad de sacarosa (luego Gray y Whittaker, 1962; Dodd et al., 1981).

Para esta técnica se emplean largas centrifugaciones de altas velocidades (3 a 4 horas
para gradientes discontinuos y 1,5 horas para continuos) y soluciones de sacarosa
hiperosmoticas para la formacion del gradiente de densidad. Este procedimiento presenta
dos principales desventajas: la fraccion de sinaptosomas mantiene un significativo grado de
contaminacion y su actividad metabolica es dafiada por los largos tiempos de requeridos y
por la hiperosmolaridad de la soluciones de sacarosa (Whittaker, 1968; 1969; Day et al.,

1971).
La solucion al problema de la hiperosmolaridad de las soluciones de gradiente llegé con

el desarrollo de gradientes de Ficoll/sacarosa, que permitié6 mejorar la actividad metabolica
de los sinaptosomas (Kurokawa et al., 1965; Autilio et al., 1968, Cotman y Matthews,
1971). El uso de esta técnica redujo notablemente la duracion del procedimiento de
purificacion (Booth y Clark, 1978). Sin embargo, el hecho de que el Ficoll se adhiere a las
membranas biologicas puede interferir con los estudios bioquimicos que se realizan con la
preparacion de sinaptosomas.

El desarrollo de una técnica de purificacion que utiliza Percoll para la formacion de los
gradientes de densidad solucioné todos estos problemas. Los coloides de silica cubiertos con
PVP (polivinilpirrolidona), Percoll, es un material que ha sido utilizado para la separacion de
distintos tipos celulares y de particulas subcelulares con gran éxito (Wolff, 1975; Cooper y
Perry, 1980; Pertoft y Laurent, 1982). Nagy y Delgado-Escueta (1984), describieron un
método para el aislamiento de terminales nerviosos de cerebro que utiliza gradientes

discontinuos de Percoll.
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Las ventajas de este método son: la corta duracion del procedimiento, el empleo de
materiales inocuos que permiten un alto rendimiento metabolico de la actividad de los
sinaptosomas y la pureza de los mismos.

Un método alternativo para la preparacion de fracciones puras de sinaptosomas se basa
en la particion en dos fases creadas por dextrano-polietilenglicol. Este procedimiento ha sido
empleado para la preparacion de particulas celulares (Walter et al., 1985) y resulta muy
exitoso para la obtencion de mitocondrias de cerebro con gran pureza (Lopez-Perez et al.,
1981). Terminales nerviosos con minima contaminaciéon y muy buena actividad metabdlica
han sido preparados con este rapido método (menos de una hora) y que no requiere la
utilizacion de ultracentrifuga (Enriquez et al., 1990). Resulta especialmente util para
preparacion a gran escala como las requerida para la purificacion de proteinas y acidos

nucleicos.

Técnica de purificacion de sianptosomas con gradientes de Percoll

A continuacion se describe el método empleado para este trabajo que es una modificacion
del inicialmente descripto por Nagy y Delgado-Escueto y que fue desarrollado por Taupin y
colaboradores (1994).

Los gradiente fueron preparados en tubos de policarbonato de 9 ml de capacidad,
utilizando una bomba de perfusién que permitié un lento y constante fluir de las disitntas
soluciones, todo mantenido a 4 °C. Un volumen de 2,3 ml de la soluciéon de Percoll 23%,
15% y 10% (V/V) (en un buffer de sacarosa 0,32M; MgCl ImM, previamente filtradas
através de filtros Millipore AP15 y llevadas a pH 7,4 con HCI antes de ser usadas), fueron
colocadas consecutivamente en los tubos para la formacion de los gradientes. Notese que si
el gradiente esta bien formado pueden visualizarse las interfases al colocar los tubos a
contraluz. Es importante que los tubos en los que se utilizan en este paso sean transparentes
de manera de poder verificar la correcta formacion del gradiente y visualizar las bandas que

deben ser colectadas luego de la centrifugacion (ver Esquema 1.2).
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A— Muestra
Y Sembrar la muestra sobre

A= 10% el gradiente de Percoll
A~ 5%
A= 30

Centrifugacion a 32.500 x g
7min. a4 C
i r‘ Mielina
A& Sinaptosomas

v

Mitocondrias

Coleccion de las bandas
correspondientes a los sinaptosomas

Resuspension de la muestra
en solucién Basal

FRACCION DE TERMINALES
SINAPTICOS PURIFICADOS

Esquema 1.2. Protocolo para la preparacion de sinaptosomal purificados
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El pellet mitocondrial (P;) obtenido en el procedimiento descripto anteriormente, fue
resuspendido en la solucion homogeneizadora 3,5-4% (P/V considerando el peso inicial del
tejido) y 2 ml fueron sembrados sobre la solucion de Percoll al 10% en cada uno de los
tubos del gradiente. Los gradientes fueron centrifugados a 32.500 x g por 7 min (@’ t 2,13 x
10° rad’/s; 21.500 rpm en un rotor 70.1 Ti y ultracentrifuga Beckan L8-70M) a 4°C. El
freno fue utilizado en la desaceleracion. En cada gradiente, la muestra se ha separado en
cinco fracciones (ver Esquema 1.2.). Las bandas en la interfase 10%-15% y 15%-23%
corresponden a los sinaptosomas. Con la precaucion de no perturbar el gradiente y siempre a
4 °C, se descartan las fracciones de 0% Percoll y la mielina. Se colectan las fracciones
correspondientes a los sinaptosomas de todos los gradientes y procede al lavado’ del Percoll
mediante el lento agregado de 3 volumenes de solucion Basal. Se centrifuga a 22.000 x g
(15.000 rpm en rotor SS34 y centrifuga RC5C de Sorvall Instrument) por 15 min a 4 °C. El
pellet (P;) se resuspende en solucion Basal hasta concentracion final de proteinas de 3-5
mg/ml.

Una alicuota de la muestra fue reservada para la determinacion de la concentracion de
proteinas que se realizd por un método que emplea acido bicinchoninico y es una
modificacion del método de Lowry (Smith et al., 1985).

" El lavado puede ser obviado en algunos casos dado que el Percoll es una sustancia
inerte y, en consecuencia, la duracién del proceso de purificacion se reduce mejorando la

actividad metabolica de la muestra de sinaptosomas.

Captacion de **Ca*" en sinaptosomas

Alicuotas de 100 pl de la fraccion pura de sinaptosomas fueron incubadas en un bafio a
30 °C por 15 min en ausencia o presencia de los bloqueantes de los CCVD. En todos los
casos, el volumen de las drogas agregado no supero el 10% del volumen de incubacion.

Se procedio a la medicion de la captacion basal y de la captacion estimulada mediante el

agragado de 100 pl de solucion basal (5 mMKCI) o solucion despolarizante (40 mM KCl)
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respectivamente, que contenian ambas 1 pCi (37 KBq) de **Ca” Para la preparacion de
estas soluciones se procede a separar solucion basal, el total de volumen a ser utilizado en el
experimento, y se le agrega el volumen correspondiente del **Ca®' para alcanzar una
concentracion de 10 puCi/ml. Luego de mezclar la solucion, se separa el volumen que sera
requerido de solucion despolarizante y se le agrega un volumen pequefio de KCl de manera
de alcanzar una concentracion final de 40 mM (recuerdese que la solucion basal es 5 mM
KCl). De esta forma, ambas soluciones, basal y despolarizante, tiene la misma concentracion
de actividad en cada experimento.

La captacion de **Ca’" en ambas condiciones se realizo durante 5 segundos y se detiene
mediante el agregado de 4 ml de solucion para detener la captacion, a 4 °C. Inmediatamente
se filtr a través de filtros Whatmann GF/B empleando vacio y se lavaron los filtros con 4 ml

de solucion de lavado a 4 °C, dos veces (Esquema 1.3.).

Antes de cada experimento, los filtros fueron sumergidos por 15-20 min en solucién basal
con PEI (polietilenimina). Este pretratamiento reduce el pegado inespecifico del Ca*’
radioactivo, dado que la PEI bloquea las cargas negativas que los papeles de filtro
contienen. Los filtros fueron colectados en microvilaes y secados en una estufa a 35 °C. La
radiactividad retenida en los filtros fue determinada por centelleo liquido en un equipo
Tracor Analytic, modelo 6892 y utilizando xileno-PPO como solucion centelladora. Se
utilizo una curva de calibracion para **Ca®" construida a partir de standards para tranformar
las cpm medidas a dpm.

En todos los casos, la medicion de la captacion de Ca’' fue realizada durante los 45 min
posteriores a la purificacion para minimizar las pérdida de actividad (Rivier et al., 1987).
Cada uno de las determinaciones se realizo por triplicado. La captacién inespecifica fue
determinada también por triplicado mediante el agregado de la solucion detenedora en
primer lugar, seguida del agregado de la solucion basal conteniendo $Ca*. Todos los
experimentos fueron realizados con soluciones en las que el ion Na' fue reemplazado por
Colina para minimizar la entrada de Ca” por el intercambiador Na'/Ca’ funcionando en

forma reversa (Blaustein M.P., 1988 y Lentzner et al., 1992).
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Incubacion de la muestra, 15 min. a 30 C,
con o sin las toxinas o drogas a testear

Captacién de “Ca” en solucién Basal
o de estimulacidén, durante 5 segundos.

Terminacién de la captacion, agregado
de 4 ml de la solucién para detener
(4mM EGTA)a4 C
Filtracién utilizando vacio y lavado

con 4 ml de solucidn con alta
concentracion de CaCl

Esquema 1.3. Protocolo de captaciéon de **Ca’ en sinaptosomas de SNC.
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Curva de calibracién para *Ca*

En determinaciones de actividad por centelleo liquido, la eficiencia de medicion de cada
una de las muestras es distinta. Los equipos mas modernos estan dotados con una tecnologia
que les permite calcular la eficiencia y la actividad absoluta (dpm) de cada una de las
muestras, pero no siempre se cuenta con uno de estos equipos. Por esta razon, es necesario
construir curvas de calibracion que nos permitan, a partir de otros parametros, determinar la
eficiencia de medicion de cada una de las muestras. La curva de calibracion debe ser hecha
en condiciones similares a las que se realizan los experimentos.

Preparacion de los standars: se preparé una dilucion del radioisotopos en agua destilada o

solucion basal y se colocaron alicuotas de 100 pl sobre 12 papeles de filtros. Se colocaron
los filtros en microviales y se los secO en estufa a 35 °C. Una vez secos, se permitid que los
tubos alcancen la temperatura ambiente y se agreg6 3 ml de solucion centelladora (el mismo
volumen que para la medicion de las muestras en los experimentos).

Si bien a partir de calculos tedricos se puede estimar la actividad de cada tubo, debido a
errores de pipeteo al realizar la dilucion y durante el fraccionamiento de las alicuotas fue
necesario realizar una determinacion de la actividad con un contador de centelleo que

calcula la eficiencia y la actividad de la muestras en dpm.

Determinacion de la eficiencia de medicién: una vez conocida la actividad exacta

contenida en cada vial, se agregaron distintos volumenes de una sustancia quencheante (en
nuestro caso, acido acético) a la solucion centelladora. Cada determinacion se realizdé por
duplicado y se dejo un duplicado control (sin agregado de quencheante). Se contd la
radioactividad en el mismo contador de centelleo liquido que se empled para los

experimentos. A continuacion, se calcul6 la eficiencia de medicion como la relacion:

Eficiencia = Actividad absoluta (dpm)

Actividad medida (cpm)
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donde la Actividad absoluta es la calculada para cada vial y la Actividad medida es la

determinada en el contador de centelleo liquido que se empleara en los experimentos.

Determinacion de los parametros de la curva y calculo de la eficiencia de medicion de las

muestras: se graficaron los datos de eficiencia en funcion de los parametros de eficiencia que
determina el contador, que pueden ser la relacion de standar externo (ESR) o la relacion de
canales A y B (A/B). Por regresion lineal se determinaron los valores de los parametros de la
recta, que seran luego empleados para estimar la eficiencia de cada vial a partir de los
valores de ESR o A/B de cada determiancion experimental. Finalmente, conociendo la
eficiencia de conteo de cada uno de los viales se calculd las dpm de las determinaciones
experimentales.

La curva de calibracion fue realizada como minimo una vez por aiio y cada vez que fue

modificado algiin parametro del aparato contador de centelleo liquido.

Soluciones
Solucién de homogeneizacion: 320 mM sacarosa, 1,3 mM MgCI; 10 mM HEPES; pH 7,4

ajustado con Trizma base.

Solucion basal: 132 mM ColinaCl; 5 mM KCI; 1,3 mM MgCl; 1,2 mM CaCl; 1,2 mM
NaH,PO,; 10 mM HEPES y 10 mM glucosa; pH 7,4 ajustado con Trizma base.

Solucién de lavado: 132 mM ColinaCl; 5 mM KCI; 1,3 mM MgCl; 4 mM CaCl; 1,2 mM
NaH,PO,; 10 mM HEPES y 10 mM glucosa; pH 7,4 ajustado con Trizma base.

Solucion para detener la captacidon: 132 mM ColinaCl; 5 mM KCI, 1,3 mM MgCI; 1,2
mM CaCl; 1,2 mM NaH,PO,, 4 mM EGTA; 10 mM HEPES y 10 mM glucosa;, pH 7,4

ajustado con Trizma base.

Calculos y estadistica
Los datos en cpm fueron ingresados a una planilla de calculo (Microsoft Excel) donde

fueron convertidos a dpm. Se rest6 el promedio de la captacion inespecifica a todos los
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datos. Luego, se calculo el promedio de las dpm captadas en condiciones basales y
estimuladas. Los experimentos donde la relacion: captacion basal/captacion estimulada para
el control (sin droga), resulté menor a 1.5 fueron descartados. Los triplicados que
mostraron error standard mayores que el 10% del promedio también fueron descartados.

Se define la captacion de Ca’" estimulada como el influjo de **Ca®" neto inducido por la
despolarizacion que genera la alta concentracion de KCI extracelular. Se calcula mediante la
resta de la captacion de **Ca®* en condiciones estimuladas y la captacion de **Ca®' en
condiciones basales.

Las diferencias significativas entre los controles y las incubaciones con los bloqueantes
fueron analizadas con el programa Instat2, con el test s-Student de dos colas o un test de
multiples comparaciones luego de ANOVA en los casos necesarios, donde los valores de P
figuran en los respectivos pies de figura.

En los graficos concentracion vs respuesta los datos fueron ajustados a una curva
sigmoidea de la siguiente ecuacion: y  (max - min) (1 +(x/ICsy)"y ) + min, donde x es el
logaritmo de la concentracion de bloqueante;, max, el maximo estimado de la captacion
estimilada; min, el minimo estimado de la captacion estimulada;, /Cs, es la concentracion
estimada de la toxina a la cual inhibe el 50% de la captacion estimulada; y »;;, el nimero de
Hill. Se utiliz6 el programa SigmaPlot o el Prism y el valor de los parametros ajustados en
cada caso figura en el pie de figura correspondiente. En los casos en que no aparece el valor
de ny; es porque el ajuste mas adecuado corresponde a una sigmoidea de pendiente igual a 1,
y en los que no aparece el valor maximo estimado es porque el ajuste mas adecuado los fijé

como constante igual al 100%.

Materiales
HEPES, Trizma base, Percoll, EGTA, PPO, sacarosa y ColinaCl fueron obtenidos de la
empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Las sales, xileno y la glucosa de

Mallinckrodt. El calcio radioactivo de los distribuidores NEN-Du Pont. Las toxinas »-CgTx
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GVIA y o-Aga IVA fueron compradas a Peptide International Co. FTX fue purificada por
B. Cherksey. La nitrendipina fue obtenida de Research Biochemicals International. La toxina

®-CgTx MVIIC fue gentilmente obsequiada por el Dr. B. Olivera.
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RESULTADOS

Condiciones para la estimulacién del influjo de Ca** a los terminales sinapticos

Con el objeto de determinar las condiciones optimas para la activacion de los CCVD en
los terminales sinapticos de cerebro anterior del pollo y de corteza frontal de rata, se
realizaron los siguientes experimentos. Se midio el influjo Ca®>" estimulado por distintas
concentraciones de KCI en fracciones crudas de sinaptosomas de ambas preparaciones. En
sinaptosomas de cerebro anterior de pollo, la despolarizacion de los sinaptosomas inducida
por 40, 50 y 60 mM KCI produjeron una similar captacion de Ca”* (Figura 1.1).

Mas aun, la inhibicion que ejerce de 1 pM @-CgTx GVIA sobre la captacion de Ca’’
estimulada por las distintas concentraciones de KCl resultd estadisticamente similar
(ANOVA vy test Tukey de multiples comparaciones, /”>0,05). Por otro lado, la captacion

basal de Ca® no es afectada por la misma concentracion del bloqueante de los CCVD de

tipo N.
Estimulacion de la captacion de Ca®" con Figura 1.1 Captaciéon de
distintas concentraciones de KCl Ca®™ en fraccién cruda de
Basal sinaptosomas de cerebro
60000 =7 Ao KCI anterior de pollo. Las

barras son la media £ ES dc
la captacion de '“Ca™
Se000 | expresada cn dpm/mg dc

77 o-CgTx GVIA. 1pM

2 b protcinas c¢n  condicioncs
S 40000 | . R basales (5 mM KCI. barras
z ' . blancas) y estimuladas con
5 v distintas concentracioncs dc
: 30000 V % Z KCl (barras griscs). cn
o v ; auscncia (barras lisas) o
= % / / presencia dc 1 pM  ©-CgTx

_'_§? 20000 % % GVIA (barras ravadas).
& % ; / / ‘ Las difercncias significativas
10000 % é g Z respecto de la captacion sin
% ; / 7 % droga fucron detcrminadas
/ % l g % con cl test de Tukey. (*) P<

. /.4 W\ % 87 0.01.

Basal 40mM KCl  50mM KC!  60mM KCI
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En sinaptosomas de corteza de rata, se realizaron experimentos similares en los que se
midi6 la captacion de Ca® en condicion basal (5 mM KCI) y estimulada por distintas

concentraciones de KCI (Figura 1.2.).

Estimulacién de la captacién de Ca’* con
distintas concentraciones de KClI

Figura 2.1 Captacién de
Ca® en fraccién cruda de
sinaptosomas de corteza

frontal de rata. Las barras _ 25000
son la media + ES dc é
captacion de *Ca” expresa- E N
da en dpm/mg de proteinas. E 20000
en condicioncs basales (5 ?
mM KCI. barras blancas) y g
estimuladas con distintas 5 15000
concentracioncs  dc KCl o
(barras griscs). o
Las difcrencias significativas "y 10000
respecto de la captlacion de E
Ca~ basal fucron determi- 3
nadas con cl test de Tukey. & 5000 ¢
(*) P<0.01. 0
\ f

5mM 40mM 60mM 80mM

Finalmente, se eligio la concentracion de 40 mM KClI para inducir el influjo de Ca®" a
través de los CCVD por ser la minima concentracion con la que se alcanza el maximo de
incorporacion en las preparaciones de sinaptosomas de ambas especies. Ademas, en
experimento de espectrofluorometria con indicadores de Ca®’, Tareilus y colaboradores
(1993) mostraron que, en sinaptosomas de corteza frontal, el aumento maximo de la

concentracion intracelular de Ca®" (400 nM aprox.) se alcanza con 35-45 mM KCI.
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Efecto de la ©-CgTx GVIA sobre el influjo de Ca>* inducido por despolarizacién en los
terminales sinapticos de corteza frontal de rata y cerebro de pollo.

En preparaciones de sinaptosomas purificados, se determino el efecto de la toxina -
CgTx GVIA, bloqueante de los CCVD de tipo N, sobre la captacion de Ca®' basal y
estimulada por 40 mM KCl. Debido a que definimos la captacion estimulada como la
captacion total de Ca”’ obtenida en condiciones despolarizantes menos la captacion de Ca®”
basal (ver materiales y métodos), un efecto de las toxinas o bloqueantes sobre los
mecanismos de captacion basal de Ca’ afectaria nuestra determinacion del efecto de los
blogueantes sobre la captacion de Ca®’ estimulada.

La captacion de Ca®" basal de los sinaptosomas de corteza frontal de rata y cerebro de
pollo no es afectada por altas concentraciones de @-CgTx GVIA (1 uM inhibe 6,8 + 1,4 % y
-7,3 + 2,2 % de la captacion control, en pollo y rata, respectivamante). Sin embargo, la
captacion de Ca’' estimulada por despolarizacion en sinaptosomas de cerebro anterior de

pollo es fuertemente inhibido por ©-CgTx GVIA (Figura 1.3).

Efecto de w-CgTx GVIA sobre la
captacion de Ca®’ estimulada

Figura 1.3. Captacion Pollo
estimulada de Ca®* en funcién ® Rata
de la concentracion de o-

CgTx GVIA. Los simbolos v
representan la media £ ES
(barras) dc la caplacion de
SCa® ecstimulada con 40 mM
KCl en presencia de la toxina
cxpresada como porcentaje de la
captacion cstimulada control,
n= 5-11. Los datos fucron
ajustados a la  ccuacién
sigmoidea que sc indica cn
materiales y métodos. donde los
valores de los pardmctros
estimados son: ICso= 247 puM:
maximo= 975 * 54%:
minimo= 13.4 + 8 %: R>= 0.96.
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La inhibicién que la 0-CgTx GVIA ejerce es dependiente de la concentracion con un
valor de ICs, estimado de 250 nM vy alcanza la saturacion con 1 pyM de la toxina. La
inhibicion maxima (valor estimado, 86,6 + 8 %) no se modifico al prolongar el tiempo de
incubacion con la toxina con los sinaptosomas de cerebro de pollo (15 min a 4 °C seguidos
de 15 mina 30 °C).

Contrariamente, 1 pM ©-CgTx GVIA no tiene efecto sobre la captacion de Ca®

estimulada en sinaptosomas de corteza frontal de rata (Figura 1.3).

La FTX inhibe la captacién de Ca>* estimulada en sinaptosomas de ambas especies

Se estudio el efecto de la toxina purificada de la araiia americana Agelenopsis aperta sp.,
FTX, sobre la captacion de Ca® estimulada en ambas preparaciones. En sinaptosomas
purificados de cerebro de rata, FTX inhibe la captacion estimulada de Ca® de manera

dependiente de la concentracion (Figura 1.4).

Efecto de FTX sobre la captacion
estimulada de Ca®’

120 - Pollo Figura 1.4. Captacion estimulada
® Raa de Ca®* en funcién de la concen-
_ tracién de FTX. Los simbolos y
By e representan la media + ES (barras)
~
i\-

—_
=
S
i

de la captacién de **Ca** estimulada
80 S \ con 40 mM KCl expresada como
\{ L porcentaje de caplacion cstimulada
! e control (sin toxina), n= 6-14. Los
GO - datos fucron ajustados a la ccuacion
sigmoidea que sc indica en

. matcriales y métodos. donde los
§ valores dc los pardmctros cstimados
AN son: 1Cs,= 0.166 = 0.002 pl/ml. ny
20 - \{ = 1.24 £ 0.18: minimo= 10.7 + 4.26
%: R = 0.998 para la rata v 1Cso=

0.306 £ 0.002 pl/ml; ny = 1,89 %

: — 0.28: minimo= 64.5 + 1.26 %: R’ =

01 10 1.00 10.00 ().()()8 para cl po“o

Concentracion de FTX (ul/ml)
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Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos realizados en el laboratorio donde
se mostré que FTX inhibe este proceso en preparaciones crudas de sinaptosomas (Uchitel et
al., 1992).

Por otro lado, en sinaptosomas de cerebro de pollo, el influjo de Ca’ a través de los
CCVD mostro ser sensible a bloqueantes de los canales de tipo N. Sin embrago, los
resultados de nuestros experimentos muestran que FTX inhibe en forma dependiente de la
concentracion la captacion de Ca® estimulada en los sinaptosomas de cerebro de pollo
(Figura 1.4).

Si bien los valores de ICs, estimados para la inhibiciéon de FTX son similar en ambas
preparaciones, 0,166 + 0,002 pl/ml en la rata y 0,306 + 0,002 ul/ml en el pollo; la inhibicion
maxima estimada fue del 89,3 + 4,26 % en la ratay 35,5 + 1,26 % en el pollo.

Por otro lado, FTX no afecta la captacion de Ca’ basal en sinaptosomas de rata, ni en

sinaptosomas de cerebro de pollo.

Efecto de @-Aga IVA sobre la captaciéon de Ca®

En vista del efecto inhibitorio que FTX, un bloqueantes de los CCVD de tipo P, ejerce
sobre la captacion de Ca®" estimulada en sinaptosomas de cerebro de pollo, una preparacion
con CCVD sensibles a ©-CgTx GVIA, resulté interesante analizar el efecto de w-Aga IVA
en esta preparacion.

©-Aga IVA inhibe la captacion de Ca®' estimulada en sinaptosomas de corteza frontal de
rata de manera dependiente de la concentracion como previamente fue demostrado (Mintz et
al,, 1992b) (Figura 1.5.). Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuacion de la
curva sigmoidea donde el 50% de inhibicion se alcanza con una concentracion estimada de
48 nM vy, una inhibicion maxima del 85 = 3% es ejercida por 3 pM w-Aga IVA.

Los resultados presentados en la Figura 1.5 muestran que w-Aga IVA, en una

concentraciones de 100 nM, inhibe el 10 + 4% de la captacion de Ca®' estimulada. Si bien
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mayor concentraciones de esta toxina producen una mayor inhibicion de la captacion, con 5

pM ©-Aga IVA no se alcanza la saturacion del efecto.

Figura LS. Captacién
estimulada de Ca’* en funcién
de la concentracién de o-Aga
IVA. Los simbolos y rcpresentan
la media £+ ES (barras) dc la
captacion de **Ca® cstimulada
con 40 mM KCl cxpresada como
porcentajc  de la  captacion
cstimulada control. n= 6-10. Los
datos fucron ajustados a la
ccuacion sigmoidea que sc indica
en maitcriales v métodos. dondc
los valorcs de los parimetros
estimados son: [Cs= 482 nM;
maximo= 98.4 + 4.5 %, minimo=
19.6 £ 3.9 % R* = 098 para la
rata v 1Cs= 851 nM:; maximo=
97.8 £ 3.3 % minimo= 53.2 £ 6.7
%: R*=0.975 para cl pollo.

Captacion estimulada de **Ca®’
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Es importante mencionar que altas concentraciones de ®-Aga IVA (1 pM) no modifican

la captacion de Ca’’ basal en los sinaptosomas de corteza frontal de rata ni en los terminales

de cerebro anterior de pollo.

Accion conjunta de o-CgTx GVIA y FTX sobre la captaciéon de Ca® en sinaptosomas

de cerebro de pollo

En sinaptosomas de cerebro de pollo la inhibicion que ejerce @-CgTx GVIA se superpone

con el efecto del bloqueante de los CCVD de tipo /°, FTX. Con el objeto de determinar si
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los bloqueantes de los canales de tipo /> y N comparten un sitio de accion en esta
preparacion, se analizé la accion combinada de 0-CgTx GVIA y FTX.

La tabla 1.2 muestra el efecto de diferentes concentraciones de w-CgTx GVIA, en
ausencia y presencia de una concentracion saturante de FTX (1 pl/ml).

La incubacién de sinaptosomas de cerebro de pollo con 100 nM y 500 nM de &-CgTx
GVIA junto con 1 pl/ml FTX resulté en una inhibicion significativamente mayor que la
ejercida por la misma concentracion de ®-CgTx GVIA aplicada sola. Sin embargo, en ambos
casos, el efecto combinado fue menor que la suma de los efectos inhibitorios individuales.

Si el efecto inhibitorio ejercido por las toxinas fuera aditivo, se esperaria una inhibicion
del 54% con 100 nM de 0-CgTx GVIA mas | pl/ml FTX (valor experimental, 39 + 3 %) y
una inhibicion del 89% en el caso de 500 nM ©-CgTx GVIA mas 1 pl/ml FTX (valor

experimental, 77 + 6%).

\\\\ 0-CgTx
\@VIA 0 100 nM 500 nM 1uM
FTX T~
0 07 213 56t 4 78+5
1 pl/mi 33+10 39+3" 77 +6 " 66+3

Tabla 1.2. Porcentaje de inhibicién de la captaciéon de Ca®* cstimulada cn sinaptosomas de
cerebro de pollo. Cada valor cs la media + ES del porcentajc de inhibicién de la captacion de **Ca*’
estimulada con 40 mM KCl. respecto de la captacion control (sin droga). n = 3-7. Se empleo ¢l test t-
Student para cvaluar difcrencias cntre las inhibiciones cjercidas por »-CgTx GVIA en ausencia y
presencia de FTX. donde (*) denota diferencias significativas con P < 0.015.

Contrariamente, cuando se analizo el efecto conjunto de concentraciones saturantes de -

CgTx GVIA y FTX (1uM y 1 pl/ml, respectivamente), la inhibicion combinada nunca fue
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mayor que la observada con 1 uM de »-CgTx GVIA aplicada sola. Estos ultimos resultados
fueron consistentemente observados en tres experimentos independientes.

Todos los resultados aqui presentados sugieren que FTX y -CgTx GVIA podrian
compartir el mismo sitio de accion sobre los terminales sinapticos del cerebro anterior del

pollo.

Efecto de o-CgTx MVIID, nitrendipina y cadmio sobre la captacion de Ca®
estimulada

Para completar la caracterizacion farmacoldgica de los CCVD de los sinaptosomas de
ambas especies, se estudio la sensibilidad a ®-CgTx MVIID de la captacion de Ca* o-
CgTx MVIID es un péptido preparado a partir del veneno del Conus magus. Estudios
previos realizados por Monje y colaboradores (1993) postularon que esta toxina presenta
una marcada preferencia por los CCVD de tipo no-N frente a CCVD de mamiferos de tipo
N.

En sinaptosomas de corteza frontal de rata, donde la captacion de Ca*’ mostré ser muy
sensible a bloqueantes de canales de tipo >/Q, | uM de ©-CgTx MVIID inhibe el 58 + 1%
de la captacion de Ca®" estimulada (Figura 1.6A). Contrariamnte a lo esperado, en los
sinaptosomas de pollo 1pM de esta toxina bloquea el 59 + 3% del influjo de Ca®" estimulado
(Figura 1.6B).

La nitrendipina, un antagonista de los CCVD de tipo L, en concentraciones de 10 pM no
tiene efecto significativo sobre la captacion de Ca®" estimulada con K en ninguna de las dos
preparaciones (88 £ 6 % y 113 £ 10 % es la captacion de Ca®’ expresada como porcentaje
del control en sinaptosomas de rata y de pollo, respectivamente) .

Por otro lado, el ion Cd* (100 pM), bloqueante inorganico de todos los tipos de CCVD
de alto umbral de activacion, inhibié completamente el influjo de Ca® inducido por
despolarizacion en ambas especies. Este tltimo resultado permite afirmar que, en ambas
preparaciones de sinaptosomas, la captacion de Ca’' estimulada por 40 mM KCI se produce

a través de canales de Ca®' de alto umbral de activacion.
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Bloqueantes de los CCVD sobre la captacién de Ca®" estimulada

A) Sinaptosomas de cercbro anterior de pollo
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Figura 1.6. Perfil farmacolégico de los CCVD de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo (A) y de
corteza frontal de rata (B). La barra representa cl promedio + ES de la captacion de **Ca** estimulada con
40 mM KCl expresada como porcentaje de la captacién cstimulada control, n=3-7. Se empleo el test -
Student para evaluar diferencias respecto al control, donde (*) denota diferencias significativas con P < 0,02

y (**) con P< 0,02.
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DISCUSION

En el estudio farmacolégico desarrollado en este capitulo, encontramos que la toxina -
CgTx GVIA, bloqueante de los canales de tipo N, inhibe selectivamente los CCVD de los
terminales nerviosos del cerebro anterior del pollo adulto. Estos resultados estan de acuerdo
con lo descripto anteriormente por otros autores (Rivier et al., 1987, Venema et al., 1992,
Lundy et al., 1989). Existe, sin embargo, una discrepancia en cuanto al rango de
concentracion de ©-CgTx GVIA a la cual se observa el efecto inhibitorio. Estos autores
reportan valores de ICso para la inhibicion del influjo de Ca** en esta preparacion de un
orden de magnitud menor que el encontrado en este estudio (10 nM; 38 nM y 14 nM,
respectivamente).

Diferencias en la edad de los animales utilizados para el estudio y/o en la pureza de la
preparacion de los sinaptosomas podrian explicar este hecho. Por ejemplo, en los trabajos de
Rivier y en los de Venema se utilizaron pollos de 2 dias de edad, mientras que este trabajo
fue realizado en animales en los que el desarrollo del SNC esta completo. Han sido
descriptos cambios en las propiedades farmacoldgicas de los CCVD en distintos estadios del
desarrollo del SNC que coinciden con los periodos de proliferacion dendritica y
sinaptogénesis, tanto en el cerebro de pollo (Gray et al., 1992) como en mamiferos
(Litzinger et al., 1993). Si bien en las aves, este periodo critico ocurre justo antes del
nacimiento (Azimi-Zonooz y Litzinger, 1992), el desarrollo del SNC continua en estadios
postnatales y multiples diferencias existen entre una sinapsis rectén formada y una sinapsis
madura.

Por otro lado, el tiempo de incubacion de los sinaptosomas con la toxina, la temperatura
de incubacion y la concentracion de Ca’" de las soluciones son factores que determinan la
union irreversible de la toxina al canal y no son los mismos en los distintos estudios
mencionados. En este estudio reportamos que altas concentraciones de w-CgTx GVIA
alcanzan el equilibrio luego de 15 min de incubacién a 30 °C, ya que aumentar el tiempo de
incubacion no modifica la inhibicion observada. Sin embargo, no podemos afirmar que esto

sea valido también para bajas concentraciones de la toxina. En los trabajos de Rivier y
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Venema, las incubaciones son de 15 mina 4 °C y 15 min a 30 °C en el primero y de 20 min
a4 °Cy 10 min a 30 °C en el segundo. Seria importante considerar que, si bien tiempos de
incubacion prolongados permiten asegurar el estado de equilibrio para la union de la toxina
al canal, también disminuyen la actividad metabolica de la preparacion de sinaptosomas y, en
consecuencia, la capacidad de captar calcio inducida por despolarizacion. Este hecho
observado experimentalmente por nosotros, es también discutido en el trabajo de Rivier y
colaboradores.

Finalmente, ha sido descripto que el Ca®' disminuye la afinidad de »-CgTx GVIA por el
sitio de unién de baja afinidad (Witcher et al., 1993; Feigenbaum et al., 1988; Wagner et al.,
1988). En los trabajos arriba mencionados se utilizaron distintas concentraciones de CaCl,
en la soluciones de incubacion y ésta podria ser una de las razones de la discrepancia

observada en la sensibilidad a @-CgTx GVIA.

Por otro lado, en los terminales sinapticos de cerebro anterior de pollo, la nitrendipina, un
bloqueante de los canales de tipo ., no tiene efecto sobre la captacion de Ca’ voltaje-
dependiente. Sin embargo, cuando se estudio el efecto de FTX y w-Aga IVA, dos
bloqueantes de los canales de tipo P/Q, sobre el influjo de Ca’" en esta preparacion se
observo que estas toxinas inhiben de manera dosis dependiente la captacion voltaje-
dependiente. Mientras los valores de ICs para el efecto de FTX en la rata y en pollo estan
dentro del mismo rango de concentracién, la sensibilidad del influjo de Ca®" para la ©-Aga
IVA es 10 veces menor en los terminales nerviosos del pollo que en los de la rata.

Se evalu¢ el efecto inhibitorio combinado de FTX y ©-CgTx GVIA sobre la captacion de
Ca®> en terminales de pollo y se encontré que la inhibicion no presenta caracteristicas
aditivas a ninguna de las concentraciones estudiadas. Mas aun, la inhibicién que ejercen
concentraciones saturantes de ambas toxinas aplicadas juntas nunca resultd mayor a la
inhibicion maxima observada con ®-CgTx GVIA sola, a pesar de que ésta es
significativamente menor al 100%. Estos resultados sugieren que FTX y o-CgTx GVIA

actiian sobre los mismos canales en los terminales nerviosos del pollo y, dado que 1 pl/ml de
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FTX producen una inhibicién maxima del 33%, es posible que esta toxina actue como un
bloqueante parcial de estos canales.

Ha sido demostrado que FTX no afecta los CCVD de tipo N de mamiferos (Manfridi et
al.,, 1993). En consecuencia, los resultados de este trabajo sugieren que un canal con
caracteristicas farmacologicas no descriptas anteriormente participa en la entrada de Ca®
inducida por despolarizacion en el SNC del pollo.

Ademas, estos resultados aportan nuevas evidencias que apoyan la teoria propuesta por
Olivera y colaboradores (1994) de que 0-CgTx GVIA podria tener una especificidad mas
amplia en vertebrados inferiores (aves y anfibios) que en vertebrados superiores

(mamiferos).

Casi simultaneamente a la publicacion de los resultados de este trabajo, Lundy y
colaboradores (1994) reportaron resultados que, si bien presentan algunas diferencias
cuantitativas con respecto a nuestros datos, sugieren la misma conclusion. Mas aun, ellos
muestran que la toxina @-CgTx MVIIC, bloqueante de los CCVD de tipo N y P, inhibe con
una sensibilidad mayor que la presentada por @w-CgTx GVIA el influjo de Ca® a los
terminales del pollo.

El valor de ICso de o-CgTx MVIIC (2,2 nM) reportado para la inhibicion de la entrada
de Ca®" a los terminales sinapticos de pollo es menor que el valor de ICso descripto para la
accion de ©-CgTx MVIIC sobre los canales P (1-10 uM), Q (~150 nM) y N (~65 nM). El
hecho de que esta toxina ha sido identificada a partir de una biblioteca de ADNc del veneno
del Conus magus sugiere que esta toxina evoluciond para actuar especificamente sobre los
canales de Ca®* de sus presas, vertebrados no mamiferos. Estos canales podrian ser similares
o idénticos a los descriptos en los terminales nerviosos del cerebro de las aves en este

trabajo y en el de Lundy y colaboradores (1994).

La toxina o-CgTx MVIID, obtenida de la misma manera que la MVIIC y también
presente en el veneno del Comus magus, fue descripta como un bloqueante con una

selectividad preferencial por canales de tipo no-N (Monje et al., 1993; Hillyard et al., 1992).
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El sitio de alta afinidad para esta toxina aun no esta bien caracterizado pero puede incluir
una region de la subunidad a, de clase A (Haack et al., 1993). En la placa neuromuscular de
mamifero, donde los CCVD de tipo P median la liberacion de neurotransmisor (Uchitel et
al.,, 1992; Protti y Uchitel, 1993), ©-CgTx MVIID (1uM) reduce en 63% el contenido
cuantico (Katz et al., 1997).

En este trabajo analizamos el efecto de esta toxina sobre el influjo de Ca> a través de
canales sensibles a 0-CgTx GVIA (sinaptosomas de SNC de pollo) y en una preparacion
con CCVD sensibles a m-Aga IVA (sinaptosomas de SNC de rata). Sugestivamente, 1 uM
de esta toxina produjo un similar porcentaje de inhibicion sobre la captacion de Ca®
estimulada en la rata y en el pollo. Estos ultimos resultados refuerzan la conclusion
anteriormente discutida de que en el cerebro del ave, »-CgTx GVIA actia sobre CCVD con

caracteristicas distintas a las clasicamente descriptas para los canales de tipo N.

En los terminales sinapticos de corteza frontal de rata, la entrada de Ca®" inducida por
despolarizacion no es afectada por ©-CgTx GVIA. Estos resultados podrian sugerir que los
canales de Ca®" de tipo N no participan en el influjo de Ca®" en esta preparacion. Otro
estudio en los que se midieron variaciones en la concentracion de Ca® durante el primer
segundo luego de la despolarizacion, sugieren conclusiones similares dado que muestran que
la ©-CgTx GVIA no afecta el aumento de la concentracion de Ca’ inducida por
despolarizaciones de los sinaptosomas de corteza frontal de rata (Thomas et al., 1994).

Sin embargo, se ha reportado el pegado de ['*I] @-CgTx GVIA a membranas de
sinaptosomas de mamifero (Feigenbaum et al.,, 1988 y Wagner et al., 1988). En base a la
demostrada similitud entre los distintos tipos de CCVD (Snutch et al., 1990), resulta
plausible que la ®-CgTx GVIA se una a los CCVD presentes en los terminales sinapticos de
corteza frontal de mamifero pero no tenga un efecto inhibitorio sobre la actividad de los
mismos.

Por otro lado, Tumer y colaboradores (1993) han descripto que, si bien la liberacion de
glutamato de sinaptosomas de corteza frontal es muy sensible a la w-Aga IVA, la 0-CgTx
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GVIA inhibe una fracciéon de este proceso. El hecho de que la ®-CgTx GVIA bloquee
parcialmente la liberacion sin un significativo efecto sobre la entrada de Ca’  inducida por
despolarizacion ni sobre la concentracion del ion en los terminales, puede dar cuenta de la
dependencia exponencial del Ca®>" en la liberacion de neurotransmisor. De acuerdo a lo
mostrado por Augustine y colaboradores (1985), la dependencia de la liberacion de
neurotransmisor con la concentracion de Ca’" extracelular tiene una relacion exponencial
con un factor de tres-cuatro, aproximadamente, lo que indica que pequeiias variaciones en el
flujo de Ca®* al terminal afectan fuertemente la liberacion de neurotransmisor.

La localizacion de los CCVD dentro del terminal sinaptico es también otro factor critico
que regula la participacion de distintos CCVD en la neurotransmision. Existen muchas
evidencias de que los CCVD involucrados en el proceso de liberacion de neurotransmisor
estan agrupados formando las zonas activas, donde una asociacion espacial existiria entre
los CCVD alli localizados y las vesiculas sinapticas que estan por ser liberadas (ver
Introduccion General, El Ca® 'y la transmision sinaptica). Bajo la luz de esta teoria, por
ejemplo, CCVD localizados en los terminales sinapticos pero fuera de las zonas activas,
tendrian una importante particion en la regulacion de la concentracion de Ca®’ en el terminal,
pero no serian factores determinantes en el proceso de neurotransmision fasica. Si bien, el
ejemplo presentado no es, evidentemente, lo que ocurre con los CCVD sensibles a ©-Aga
IVA dado que esta toxina bloquea gran parte de la liberacion de glutamato en la corteza
frontal de la rata, es posible que una distribucion espacial diferencial sea la razon de la
diferencia observada en el efecto de w-CgTx GVIA sobre la liberacion de neurotransmisor y

el influjo de Ca®" al terminal.

Los bloqueantes de los CCVD de tipo P/, FTX y w-Aga IVA, inhiben fuertemente el
influjo de Ca> a los terminales sinapticos de corteza frontal de rata. Ambos antagonistas
ejercen su accion de manera dependiente de la concentracion, hecho que esta de acuerdo
con otros trabajos publicados anteriormente (Mintz et al., 1992b; Uchitel et al., 1992). La

casi completa inhibicion de la captacion de Ca®" que ejercen estos bloqueantes sugiere que
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los CCVD de tipo P/Q son la principal via de entrada de Ca®" voltaje-dependiente de los
terminales sinapticos de la corteza frontal de rata.

Las mediciones de los cambios de concentracion de Ca’ en respuesta a la
despolarizacion de los terminales sinapticos permite la distincion de dos fases: una rapida,
que ocurre en los primeros segundos después de la despolarizacion, y una lenta, que se
prolonga por minutos (Blaustein M.P., 1988 y Lentzner et al., 1992). En este trabajo, las
mediciones de la captacion de Ca*" han sido realizadas durante los 5 segundos que siguen a
la despolarizacion, hecho que implica que son determinaciones de la fase rapida del influjo
de Ca®>". Bowman y colaboradores (1993) mostraron que, en la fase lenta de la entrada de
Ca®' a los terminales, también participan los canales de Ca’' de alto voltaje de activacion de
tipo P/Q, hecho que concuerda con la lenta inactivacion que caracteriza a este tipo de
canales (Usowicz et al., 1992).

El valor de ICs, (48 nM) obtenido en este estudio para el efecto de w-Aga IVA sobre el
influjo de Ca®" voltaje-dependiente en los terminales de corteza frontal de rata es mayor que
los reportados para los canales de tipo P descriptos primeramente en las células de Purkinje
(2 nM) (Mintz et al., 1992b). Este hecho podria sugerir que, en los terminales de corteza, la
entrada de Ca®” inducida por despolarizacion esta principalmente mediada por CCVD con
caracteristicas mas similares a los CCVD de tipo () (Zhang et al., 1993). Sin embrago, es
necesario considerar que la division de los canales sensibles a w-Aga IVA en dos clase: P’y
(), es ain muy controvertida. Las diferencias en la sensibilidad a la toxina podria ser el
resultado de distintas vanantes de splicing alternativo de la subunidad a, clase A o de una

diferente combinacion de las otras subunidades que conforman el canal.

El bloqueante de los CCVD de tipo /., nitrendipina, no tiene efecto sobre la captacion de
Ca®' estimulada en los terminales nerviosos de corteza frontal de rata. Contrariamente a lo
observado en los mecanismos de acoplamiento excitacion-contraccion en musculo
esquelético, cardiaco y liso donde los CCVD de tipo /. cumplen un papel esencial, esto

resultado, sumado a la falta de efecto en la preparacion de terminales de cerebro anterior de
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pollo, sugiere que los canales de tipo /. podrian tener poca participacion en la transmision

sinaptica del SNC de vertebrados.

Este trabajo revela las propiedades farmacologicas de los canales de Ca*” que median la
entrada del ion a los terminales sinapticos de la corteza frontal de la rata y del cerebro
anterior del pollo. En ambas preparaciones, los CCVD mostraron ser sensibles a mas de un
bloqueante, hecho que resalta la importancia de una caracterizacion farmacologica completa.

En base a estos resultados es posible concluir los CCVD de tipo P/Q) son los principales
mediadores del influjo de Ca’" a los terminales de corteza frontal de rata y que, en los
terminales sinapticos del cerebro anterior del pollo, existiria un canal de Ca®" voltaje-

dependiente con caracteristicas farmacologicas no descriptas anteriormente.
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Efecto del tratamiento con una droga convulsivante
sobre las propiedades farmacologicas de los canales
de Ca’" voltaje-dependientes de los terminales

sinapticos de cerebro de rata.



Capitulo 2. Introduccion

INTRODUCCION

Aspectos generales de la regulacion de los CCVD

Como ya se ha discutido, la regulacion de los canales de Ca’ es de vital importancia
porque la entrada de Ca®" a través de los CCVD constituye la principal via por la cual los
cambios en el potencial de membrana pueden influenciar otros procesos celulares. El
aumento en la concentracion intracelular de Ca’* ha sido aceptado como un hecho critico en
la induccion de cambios de larga duracion, “/ong-rerm”, en las neuronas (Lynch y Baudry,
1984). Ademas, agentes que producen un aumento en la concentracion de Ca®’, inducen
diferenciacion y crecimiento, y desencadenan la expresion de genes (Sheng y Greenberg,
1990; Zafra et al., 1990). La entrada de Ca®' a través de CCVD en los terminales sinapticos
es, por otro lado, el acontecimiento que desencadena la liberacion de neurotransmisor y de
esta forma la regulacion de los CCVD implica la modulacion de la transmision sinaptica.

En los ultimos afos, se han descripto la existencia de diversos factores que regulan la
actividad de los CCVD y han sido discutido también en la Introduccion General. En
particular en este capitulo, resulta interesante resaltar otros aspectos de la modulacion de los
canales de Ca’ presinapticos. Garcia y colaboradores (1994) han mostrado que la
estimulacion repetitiva con el neurotransmisor glutamato induce un aumento de las
corrientes de Ca®' de alto umbral de activacion en neuronas de hipocampo. La aplicacion
diana (1 hora) de 10 pM de glutamato al medio de cultivo de neuronas diferenciadas de
hipocampo provoca un aumento de la corrientes de Ca>" que es prevenido por la presencia
de bloqueantes de la sintesis proteica en el medio de incubacion, lo que indica que es
necesaria la sintesis de proteinas para la manifestacion del aumento en la corriente. Durante
la estimulacion con glutamato, se observa un aumento transitorio de la concentracion de
Ca® que decae luego lentamente por 2 a 3 minutos, y retorna a los valores normales en 10
minutos. De manera similar, despolarizaciones periddicas de la membrana, con altas
concentraciones de KCI, inducen un aumento del Ca®" intracelular y repiten el efecto a largo

plazo sobre las corrientes que induce el glutamato.
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Ademas de los neurotransmisores, otros factores co-liberados por los terminales
sinapticos han mostrado tener potentes efectos reguladores de la actividad de los CCVD. El
ATP co-liberado junto con la noradrenalina por los terminales sindpticos excitatorios del
sistema nervioso sinaptico es rapidamente hidrolizado y convertido en adenosina por la
ectonucledtidasa. En neuronas en cultivo del ganglio cervical superior, estudios
electrofisioldgicos mostraron que la adenosina produce una inhibicion de las corrientes de
Ca® que es dosis-, tiempo- y voltaje-dependiente (Zhu y Ikeda, 1993). Este efecto esta
mediado por receptores Al para adenosina acoplados a la proteina G sensible a la PTX
(toxina de pertusis), y provoca la inhibicion de CCVD de tipo N y de un componente no
identificado de la corriente de Ca’" (ver Figura 0.4., Introduccion General)

Por otro lado, la activacion de receptores a, adrenérgicos en los sinaptosomas de corteza
cerebral de rata provoca el cierre de los CCVD de tipo N y una inhibicion del influjo de Ca™
a los terminales (Xiang et al., 1990).

Un interesante trabajo realizado por Tsakiridou y colaboradores (1995) muestra que en
animales que padecen una epilepsia de ausencia, un aumento de las corrientes de Ca® de
tipo 7, de bajo umbral de activacion, es observado en neuronas talamicas disociadas. Esta
alteracion es especifica para las corrientes de bajo umbral de activacion ya que no se
observaron modificaciones en las corrientes de tipo /. en estas neuronas.

Los autores proponen que el incremento en la amplitud de las corrientes de Ca’" podria
aumentar la probabilidad de activacion recurrente intratalamica, fortaleciendo los
mecanismos de sincronizacion de los sistemas talamo-corticales. De esta manera, esta
observacion podria representar una alteracion primaria de las neuronas que posiblemente
explique la sintomatologia observada en las epilepsias generalizadas.

En resumen, sumada a la importancia fisiologica de la regulacion de la actividad de los
canales de Ca® ejercida por ejemplo por los neurotransmisores, surgen evidencias de que
alteraciones en la actividad de los canales podrian estar asociadas con algunos tipo de
patologias.

Recientemente, Ophoff y colaboradores (1996) reportaron alteraciones en el gen que

codifica para la subunidad al de los CCVD cerebrales de tipo P/Q en pacientes con
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migrania familiar hemiplégica y personas que padecen de ataxia episddica tipo-2. La
descripcion de esta canalopatia es la primera evidencia de alteraciones genéticas en los
CCVD y de su asociacion con una patologia en humanos. Por altimo, los autores sugieren

que los CCVD podrian estar implicados también en las formas mas comunes de migranias.

Actividad convulsiva y drogas convulsivantes

La actividad convulsiva no es solamente una manifestacion patologica sino también una
propiedad inherente a las neuronas, ya que cuando a un cerebro normal, se le suministra un
estimulo apropiado (drogas convulsivantes, electrochoque o lesiones), puede presentar
convulsiones. Esta propiedad nos permite estudiar los cambios neuroquimicos provocados
por la hiperactividad en el cerebro normal.

Es importante comprender las variadas causas, tipos y grados de intensidad de la
actividad epiléptica. Una clasificacion moderna de las mismas hace especial distincion entre
las convulsiones que son generalizadas desde su aparicion, de aquellas que son parciales o
focales en su comienzo y luego secundariamente generalizadas.

En las convulsiones parciales, los registros electroencenfalograficos indican la activacion
inicial de un conjunto limitado de neuronas o un hemisferio cerebral. A su vez, las
convulsiones parciales se dividen, de acuerdo al grado de preservacion de las alteraciones de
la conciencia, en simples cuando esta preservada, y complejas en los casos que ocurren con
alteracion de la conciencia. Las convulsiones generalizadas son producto de la activacion,
desde su inicio, de sistemas neuronales en ambos hemisferios. La manifestacion inicial puede
ser la alteracion de la conciencia; y las manifestaciones motoras cuando estan presentes son
siempre bilaterales.

Las convulsiones pueden ser inducidas en animales mediante la administracion de drogas
o por estimulacion eléctrica. En este altimo caso, la aplicacion de choques eléctricos de alta
intensidad provoca crisis generalizadas tonico-clonicas. Sin embargo, la aplicacion repetida
de estimulos eléctricos de alta frecuencia pero baja intensidad sobre estructuras limbicas u

otras regiones cerebrales aumenta la duracion, la amplitud y la propagacion sinaptica. Esto
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conduce a la aparicion de signos conductuales patologicos y al desarrollo progresivo de
actividad epileptiforme con convulsiones generalizadas. Este fendmeno ha sido denominado
encendido o “kindling (Goddard et al., 1969) y provoca un estado de susceptibilidad
convulsiva que es permanente, indicando que el Aindling implica una alteracion persistente
en la organizacion sinaptica. (Kirkby et al,, 1993). En algunos aspectos el kindling se
asemeja al fendmeno de potenciacion sinaptica, donde se observa una aumento en la eficacia

sinaptica (Lynch y Baudry, 1984).

Durante el transcurso de los ultimos 25 afios, se han utilizado numerosas drogas que
producen convulsiones luego de su administracion endovenosa, intraventricular o
intraperitoneal. Los mecanismos de accion mas comunes de las drogas convulsivantes son:

a) por interferencia con los mecanismos de suministro o degradacion de sustratos para el
metabolismo energético cerebral, como ser el caso de drogas que provocan severos cuadros
de hipoxia, hipoglucemia o en los envenenamiento con fluoroacetato.

b) por estimulacion directa del sistema nervioso, como por ejemplo, el
pentametilentetrazol, el fluorotilo o las sales de amonio (Folbergrova et al., 1985; Kreisman
etal, 1981).

¢) por inhibicion de la captacion de ciertos aminoacidos, como es el caso de la metionina
sulfoximina (Stone W.A_, 1969, Sabado et al., 1979).

d) por acciones antagonistas de la inhibicion fisiologica de neurotransmisores, como las
drogas que interfieren con el metabolismo de GABA. El efecto puede estar mediado por
acciones a nivel postsinaptico. bloqueo de la funcion de los receptores GABA, ,
picrotoxina, bicuculina y algunas B-carbolinas, o por acciones a nivel presinaptico de la
droga: inhibicion de la sintesis de GABA por interferencia con el fosfato de piridoxal
(cofactor) y/o por interferencias con el glutamato (sustrato) y/o sobre la enzima de sintesis
glutamico decarboxilasa. Este ultimo es el caso del acido aminooxiacético y el acido 3-

mercaptopropionico.
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El acido 3-mercaptopronionico, su empleo como droga convulsivante
El acido 3-mercaptopropionico (MP), cuya formula se muestra a continuacion, es uno de
los compuestos mas activos de una serie de mercaptoacidos que fueron analizadas por

Sprince y colaboradores en 1969.

COOH

CH,

CH,~SH

Esta droga inyectada en ratas y ratones produce convulsiones y ataques de corrida a los
pocos minutos de su administracion. Sprince y colaboradores la sefialaron como una droga
excelente para el uso en modelos experimentales de epilepsia por varias razones: es efectiva
a bajas dosis, lo que produce un alto porcentaje de convulsiones sin muerte; tiene extrema
rapidez de accion y su efecto se protege con fenobarbital.

Lamar C. demostré en 1970 que MP inhibe a las enzimas glutamato decarboxilasa y
GABA aminotransferasa in vitro. Ambas enzimas se hallan relacionadas en forma directa
con la sintesis y degradacion de GABA (Curtis et al.,, 1971), enzimas que se encuentran
alteradas en varios tipos de epilepsias (Delgado-Escueta A.V., 1984). Estudios in vivo
mostraron que la administracion de MP produce una disminucion de la actividad de la
enzima GABAaminotransferasa y de los niveles de GABA en corteza cerebral y cerebelo
(Rodriguez de Lores Arnaiz et al., 1972; 1973). En cerebelo, estudios in vifro mostraron
que MP no afecta la unién de [*CJGABA a su receptor (Sabato et al., 1979), pero inhibe la
liberacion de GABA sin afectar la liberacion de noradrenalina y serotonina en la misma
preparacion (Fan et al., 1981).

Los estudios morfologicos mostraron que, en corteza cerebral, MP no produce
alteraciones en las neuronas, pero si en las células gliales (Rodriguez de Lores Arnaiz et
al.,1973). Mas aun, en la corteza del cerebelo de ratas tratadas con una dosis de 150 mg/kg
de MP fueron observadas alteraciones morfologicas en especial en las neuronas de Purkinje

(Rodriguez de Lores Arnaiz et al., 1972).
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Las convulsiones inducidas por MP estan asociadas con grandes cambios en las reservas
de energia del cerebro. Se observé una disminucion en los niveles de ATP, fosfocreatina,
glucogeno y glucosa; asi como un aumento de la concentracion de lactato respecto de los
valores normales. El consumo de glucosa durante las convulsiones inducidas con MP

aumentan entre 6 y 7 veces (Folbergrova J., 1977).
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OBJETIVO

En este trabajo se estudiaran los posibles cambios en las propiedades farmacolégicas de la
captacion de Ca’ voltaje-dependiente en los terminales nerviosos aislados del cerebro de
ratas sometidas al tratamiento con la droga convulsivante MP. Ademas con el objeto de
determinar cambios en sensibilidad a los estimulos despolanizantes se estudiara la
dependencia con la concentracion de KCl, de la captacion de Ca’* en sinaptosomas del SNC
de animales controles y de animales sometidos al tratamiento con MP. Estos estudios seran
realizados en animales sometidos a dos tratamientos distintos con la droga convulsivante:
tratamiento agudo (1 dosis MP 150 mg/kg) y tratamiento cronico (1 dosis MP 35 mg/kg
cada 24 horas, durante 3 dias).

Durante la convulsion, una masiva liberacion de neurotransmisores se produce como
consecuencia de la intensa actividad neuronal, por lo cual este estudio permitira determinar
el posible efecto regulador de los neurotransmisores sobre los CCVD, de una manera que no
implique la administracion exdgena de los neurotransmisores y donde pueda estudiarse el

efecto a largo plazo de la hiperactividad neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

Tratamiento de los animales con el acido 3-mercaptopropionico (MP)

Se utilizaron ratas macho Wistar de 120 a 200 g de peso que fueron mantenidas bajo un
régimen de 12 horas de luz-oscuridad, con libre acceso a alimento balanceado y agua Las
ratas se inyectaron intraperitonealmente (ip.) con una solucion de MP (en NaCl 0,15 M,
neutralizada con Tris base, que fue preparada minutos antes de comenzar el experimento) en
distintas dosis de acuerdo al tratamiento empleado. Como controles se utilizaron ratas

inyectadas ip. con solucion fisiologica (0,15 M NaCl) (tratamiento control).

e Tratamiento agudo: 1 dosis de MP 150 mg/kg (ip.). Los animales fueron

decapitados en el periodo de convulsion (3 a 5 minutos luego de la inyeccion) o de
postconvulsion (18 a 20 minutos luego de la inyeccion).

Los animales sometidos a este tratamiento muestran, en general, un
comportamiento uniforme. La primera modificacion conductual de los animales se
observa a los pocos minutos (2-3) y consiste en un aumento del estado de alerta,
inmovilidad, rapidos movimientos de las vibrizas y cierre ocasional de los ojos. La
convulsién comienza a los 3-S5 minutos, con caracteristicos movimientos tonico-clonicos,
corridas, movimientos de rotacion de los animales sobre si mismos y, breves y repentinos
retornos a la postura normal, acompafniados de intensos temblores principalmente de las
patas traseras.

Ente los 15 y 18 minutos después de la inyeccion, los animales se encuentran en
un profundo estado depresivo marcado por una intensa flaccidez corporal (estado
postconvulsivo) del cual no se recuperan y mueren luego de 20 minutos de la inyeccion

aproximadamente.

e Tratamiento cronico: 1 dosis de MP 35 mg/kg aplicada (ip.) diariamente durante

3 dias. Los animales son decapitados 24 hs después de la ultima inyeccion. El

comportamiento de los animales sometidos a este tratamiento se resume en el Tabla 2.1.
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Las caracteristicas conductuales de los estados convulsivo y postconvulsivos de los
animales inyectados con esta dosis de MP son basicamente similares a lo observado con
la dosis de 150 mg/kg, pero la duracion e intensidad de las conductas es marcadamente

menor que en el caso del tratamiento agudo.

Dia de # de Peso # de animales convulsion % de
tratamiento | animales | (media + ES) que (tiempo desde | supervivencia
convulsionan inyeccion)

1° 17 156 £ 5.13 11 595+0.52 82.35
() (64.7%) (min)

2° 14 154.7+59 10 6.74 £0.72 100
(gr) (71.43%) (min)

3° 14 15176 5 9.8 +£0.66 100
() (35.7%) (min)

Tabla 2.1. Tratamiento crénico de animales con MP (35mg/kg). La tabla resume las caracteristicas v

la respucsta dc los animales que fucron tratados durantc 3 dias consccutivos con MP.

Los animales se reponen de la depresion postconvulsiva (excepto algunos que no
superan la primera inyeccion) y 24 horas luego de la inyeccion se encuentran totaimente

recuperados.

e Tratamiento control: se inyecto solucion fisiologica (ip.) en la misma relacion de

volumen/peso del animal que las ratas inyectadas con MP. Los animales fueron
decapitados a los mismo tiempos postinyeccion que los animales tratados con MP
(convulsion, 4 min.; postconvulsion, 20 min. o tratamiento cronico, 24 hs luego de la

ultima inyeccion).



Capitulo 2. Materiales y Metodos

Debe aclararse que estos controles no fueron hecho en todos los casos por dos
razones: 1) en todos casos en que se realizo la inyeccion de SF en paralelo, el resultado
de los experimentos de captacion resultd igual al de ratas sin tratamiento, lo cual
demostré que la inyeccion per se no tiene efecto sobre los parametros medidos y 2) el
manipuleo de grandes cantidades de tejido aumenta los tiempo requeridos para la
purificacion de los sinaptosomas, disminuyendo considerablemente la actividad

biologica de la preparacion.

Preparacion de la fraccion cruda de sinaptosomas, Obtencion de la fraccién pura de
sinaptosomas y Captacién de **Ca’* en sinaptosomas
La preparacion de los sinaptosomas, su purificacion y la captacién de “*Ca®" fueron

realizadas de la manera descripta en el Capitulo 1.

Soluciones
Se emplearon las mismas soluciones que las descriptas en la seccion Materiales y

Métodos del Capitulo 1

Calculos y estadistica

El tratamiento de los datos, los calculos estadisticos y el ajuste de los datos a la ecuacion
sigmoidea fue realizo de forma similar a lo descripto en el Capitulo 1.

Para las curvas de estimulacion, los datos fueron ajustados a una ecuacion hiperbolica
(v-Bma X(K; X)), donde x es la concentracion de KCl. Para el ajuste de ecuaciones se
utiliz6 el programa SigmaPlot o el Prism, y el valor de los parametros estimados aparece en

el pie de figura correspondiente.
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Materiales

HEPES, Trizma base, Percoll, EGTA, PPO, sacarosa, ColinaCl y el acido 3-
mercaptopropionico fueron obtenidos de la empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA). Las sales, xileno y la glucosa de Mallinckrodt. El calcio radioactivo de los
distribuidores NEN-Du Pont. Las toxinas 0-CgTx GVIA y o-Aga IVA fueron compradas a
Peptide International Co. La nitrendipina fue obtenida de Research Biochemicals

International.
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RESULTADOS

Influjo de Ca** basal y estimulado con K* en los terminales sinipticos

Se determiné la captacion de Ca®" basal y estimulada por 40 mM de KCI en fraccion
cruda de sinaptosomas de corteza frontal de animales tratados con la droga convulsivante
acido 3-mercaptopropionico (MP) (150mg/kg) y de animales inyectados con solucion
fisiologica (SF) empleados como controles. Los animales sometidos al tratamiento agudo
fueron sacrificados durante el periodo de convulsion y de postconvulsion, y la incorporacion
de Ca®' fue comparada con la de los animales tratados con SF (Figura 2.1).

No se observan diferencias en la captacion de Ca®' basal de los animales tratados con MP
y con SF. Mas aun, la captacion de Ca’" estimulada por K* es similar en los animales

controles y las ratas tratadas con MP y sacrificados en convulsion y postconvulsion.

Figura 2.1 Captaciéon de Ca**

en fraccibn cruda dec

Captacion basal y estimulada de Ca** sinaptosomas de  animales
sometidos al tratamiento

agudo. Las barras representan la

T SFEstimulado media + ES (n=4-7) dec 1la

70000 " UsFBasal  caplacién de “'Ca’’ basal (barras
1 V77 Comvubsion  plancas) y estimulada con 40
60000 ' LLFS) Posteonvulsion mM KCl (barras  griscs)

expresadas en dpm/mg
protcinas, en cada una dec las
condicioncs: tratamienio agudo
con MP (150  mg/keg).
sacrificados en  convulsién
(rayas oblicuas) y postcon-

-

Captacion de “Ca
(dpm/mg. proteina)

50000

; vulsion  (cuadriculado). vy
‘? - animales inycctados con SF
R (lisas).

n%%ﬁ Los tratamicntos no rcsultaron
7N significativamente diferentes al
'w///g control. cn ninguna dc las
iz condiciones analizadas (test dc

K +Cd Newman-Kculs, P>0.05)
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Elion Cd* (100 uM) bloquea completamente la captacion de Ca®” estimulada en las tres
casos, bajando la radioactividad incorporada por los sinaptosomas a los niveles basales.

La observacion de que en los terminales nerviosos aislados a partir del cerebro de los
animales sometidos al tratamiento agudo la captacion de Ca®" basal, estimulada con K' y
estimulada con K' en presencia de Cd’" no difieren de la captacion control asegura la
integridad de la preparacion de sinaptosomas, asi como la de los mecanismos celulares

involucrados en la captacion de Ca*

Sensibilidad farmacologia de la captacién de Ca®* en terminales nervioso aislados
de cerebro de ratas sometidas a tratamiento agudo con MP

Se prepararon fracciones puras de sinaptosomas de corteza frontal de ratas sometidas al
tratamiento agudo con MP y sacrificadas en el periodo de postconvulsion y se determiné la
sensibilidad de la captacion de Ca®" estimulada con K', a los distintos bloqueantes de los

CCVD (Tabla 2.2).

Control  Nitrendipina  Control  w-CgTx GVIA
(10 uM) (1 uM)
Promedio de la captacion estimulada 100 102,3 100 89,5
(% del control) (ns.) (n.s.)
Error Standard 2,1 4.6 6,8 9,3
# determinaciones 5 6 5 6

Tabla 2.2 Efecto de nitrendipina y o-CgTx GVIA sobre la captacién estimulada en ratas sometidas al
tratamiento agudo con MP y sacrificadas en postconvulsion. La captacion de *°Ca*" cstimulada con 40
mM KCI cs expresada como porcentaje de la captacién de **Ca”" cstimulada control (sin droga) (n=3-6). El
test 7-Student fuc utilizado para determinar la significancia de las difercncias entre los valores promedio dc

la captacion con los bloqueantes v sus respectivos controles. (n.s.) diferencias no significativas.
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Nitrendipina (10 uM), la dihidropiridina bloqueante de los CCVD de tipo I, no afecta la

captacion de Ca®" estimulada con K’ (Tabla 2.2), al igual que ocurre en los animales control.

Similarmente, el bloqueante de los canales de tipo N, @-CgTx GVIA, a una concentracion de

1 uM no produce un efecto significativo sobre la captacion de Ca®" estimulada por K. Por

otro lado, ninguna de estos bloqueantes tiene efecto sobre la captacion de Ca’' basal (Figura

1.6).

En estos animales sometidos al tratamiento agudo con MP, se determiné la sensibilidad

de la captacion de Ca’” estimulada con K™ a la »-Aga IVA, toxina bloqueante de los CCVD
p

de tipo P. La figura 2.2 muestra el grafico concentracion-respuesta para esta toxina en los

animales tratados con MP junto con el efecto de la toxina en sinaptosomas de animales

controles (extraidos de la figura 1.5. del capitulo 1).
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Figura 2.2 Curva concentra-
cién vs repuesta de o-Aga
IVA sobrc la captacion de
Ca™ estimulada con 40 mM
KCl! en sinapiosomas purifi-
cados de corteza frontal dc
animales sometidos al
tratamicnto agudo con MP
(150 mg/kg) .

Los simbolos represcntan la
media + ES de la captacién de
Ca™ estimulada con 40 mM
KCl cxpresada como
porcentaje de la captacion de
3Ca® control (sin toxina). La
curva que ajusta a los datos
correspondc a una ccuacion
sigmoidca con los pardametros
cstimados: ICso= 105 nM.
min= 253 + 8 %:. max=
constantc (100%): R2= 091
para el tratamicnto agudo
(linca quebrada) v 1Cs,= 45.6
nM: min= 18.7 £ 3.9 %; R’=
0.97 para el control (linca
cnicra). Los datos y la curva
control fueron extraidos dec la
Figura 1.5.
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Al igual que en los sinaptosomas de corteza frontal de animales controles, ©-Aga IVA
ejerce un potente efecto inhibitorio sobre la captacion de Ca’" estimulada con K’ sin afectar
la captacion de Ca®* basal. El valor estimado de ICs, para w-Aga IVA en las ratas sometidas
al tratamiento con MP es 105,2 nM y la inhibicibn méaxima estimada del 74,3 + 8,0 %. Si
bien el valor de ICs, es el doble del estimado en el control (48,2 nM), el valor de inhibicién
maxima no difiere significativamente del valor estimado control (77,3 + 3.9) (Figura 2.2).

Mas aln, analizando por separado el efecto inhibitorio de cada una de las
concentraciones de o-Aga IVA testeada en ambas condiciones (control y tratamiento con
MP), solo 100 nM de la toxina producen un bloqueo estadisticamente distinto en los
animales sometidos al tratamiento con MP (test -Student, = 0,0018). Por esta razon, se
realizo ademas un experimento en el que los sinaptosomas de corteza frontal de animales
inyectados con MP y con SF fueron preparados simultaneamente y se determiné el efecto
de -Aga IVA sobre la captacion de Ca®* estimulado por K.

En este experimento, 100 nM o-Aga IVA inhibio un 25 % la captacién de Ca®
estimulada con K’ en ratas inyectadas con SF y un 54% ratas tratadas con MP. Asi, la
tendencia antes observada de que la inhibicion de w-Aga IVA resultaba menor en los
animales sometidos al tratamiento con la droga convulsivante fue revertida en el
experimento realizado en paralelo.

Por otro lado, con este experimento se descartan las posibles diferencias creadas por
variaciones en la actividad de la toxina con el tiempo, diferencias en la preparaciéon de la
fraccion de sinaptosomas purificados y otras variables experimentales. Los resultados nos
permiten concluir que la sensibilidad a w-Aga IVA de la captacion de Ca®" estimulada no es

afectada por el tratamiento agudo con MP.

En el tratamiento agudo con MP de animales sacrificados en convulsion, se determiné el
efecto de distintas concentraciones de m-Aga IVA sobre la captacion de Ca*’ estimulada con
K'. Similarmente a lo observado en los animales controles, en sinaptosomas preparados a

partir de la corteza frontal de animales sacrificados en convulsion 10 nM de la toxina inhibe
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un 27 £ 6 %, 100 nM un 56 £ 5 % y, 1 uM produce un bloqueo del 72,6 + 2 % de la

captacion de Ca®" estimulada.

Dependencia de la captacién de Ca** con la concentraciéon de KCI

Resultd interesante analizar si el tratamiento de animales con MP produce cambios en la
activacion de las canales en respuesta al estimulo despolanzantes. Si bien el tratamiento con
MP no produce diferencias en la sensibilidad a los bloqueantes de la captacion de Ca’’
estimulada con K', otras caracteristicas de los CCVD, como por ejemplo, la dependencia
con el voltaje de la activacion del canal y/o la inactivacion del mismo podrian verse afectadas
por el tratamiento con la droga convulsivante.

Se realizaron experimentos en los que se determiné la captacion de Ca®" en condiciones
basal y estimulada con distintas concentraciones de KCI en terminales nerviosos aislados de
la corteza frontal de animales sometidos a tratamiento agudo, estudiadas en postconvulsion,

y de animales controles (Figura 2.3).

Figura 2.3 Decpendencia con la

concentracion de KClI de la

captacién de Ca** cn animales 350
somctidos al tratamiento agudo con

MP. Los simbolos representan la

media + ES de la captacion de **Ca™ 300
cxpresada como porcentajc dec la
captacion de *“Ca™ basal (5 mM
KCl). c¢n sinaptosomas dc coricza
frontal dc animales inycctados con
MP (150 mg/kg). cstudiados cn
postconvulsion. v dc  animalcs
controles (invectados con SF) (n=5-
6). Las lincas representan la curva de
la ccuacion hiperbdlica que ajusta a
los datos en cl tratamiento agudo
(qucbrada) y cn cl control (cntera).
Los parametros cstimados son:
Bmax= 3325+ 213 %. K=75%2 .
mM. R’= 093 para el primcro v 0 20 40 60 80 100
Bmax=2792+ 139 %. K=54% 13
mM. R*= 0,93 para cl control.

Curva dc estimulacion de la captacion de Ca®*

250
200

150 -

Captacion de *Ca’” (%6 del basal)

100

Concentracion de KCl (mM)
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En estos experimentos se observa que, en ambas preparaciones, existe una fuerte
dependencia de la captacion de Ca’' con la concentracion extracelular de KCI. Los datos,
expresados como porcentajes de la captacion basal de Ca”” (7583 + 380 dpm/mg prot. en el
tratamiento con MP y 7910 + 843 dpm/mg prot. en el control), fueron ajustados a la
ecuacion de una hipérbola rectangular a partir de la cual se estimaron los parametros B«
(captacion maxima) y K (punto de inflexion de la curva que corresponde a la concentracion
de K que logra el 50% de la captacion maxima). Los parametros que aparecen en el pie de
la figura 2.3 corresponden a los de las curvas alli graficadas.

Sin embargo, para una mejor estimacion de la dependencia del influjo de Ca®" a través de
los CCVD con la concentracion de KCl es necesario hacer el ajuste considerando solamente
la captacion de Ca® inducida por despolarizacion. En otras palabras, fue necesario
determinar el ajuste a la ecuacion hiperbdlica tomando sélo los valores de la captacion de
Ca’" estimulada neta: la captacion de Ca®' estimulada por K' menos la captacion de Ca*'
basal. En este caso, para el tratamiento agudo postconvulsivo los valores estimados para el
Brmax y €l K son de 261,7 £ 46,4 % y de 19,5 + 9,8 mM, respectivamente; y de 196,6 + 32,7

% y de 16 + 8,1 mM para los controles.

Tratamiento crénico con MP: propiedades farmacolégicas y dependencia con la
concentracion de KCl de la captacion de Ca®*

En animales inyectadas con 35 mg/kg de MP durante tres dias consecutivos y sacrificados
24 hs después de la ultima inyeccion se efectuaron estudios similares a los descriptos
anteriormente en los animales sometidos al tratamiento agudo. Se determiné la sensibilidad a
la toxina w-Aga IVA de la captacion de Ca®' en sinaptosomas de corteza frontal estimulados

con K™ (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Curva concentracién
vs repuesta de o-Aga IVA sobre
la captacion dec Ca™ estimulada
en sinaptosomas purificados de
cortcza frontal dc¢ animales
sometidos al tratamicnto crénico
con MP (tres dosis. 35 mg/kg.).

Los simbolos rcprescntan la
media £ ES dec la captacion de
Ca® cstimulada expresada como
porcentajes del control  (sin
toxina) (n=4-9). Las curvas que
ajustan a los datos corresponden a
la ccuacion sigmoidca v los

~ parametros estimados son I1Cs=

S~ 379 nM: min= 89 = 99 %:
20 T max= constantc (100%): R*= 0,97
para ¢l tratamicnto cronico (linca
qucbrada) y ICsp= 45.6 nM: min=
18.7 £ 3.6 %. max= constantc
(100%) R*= 0,98 para el control
(linca cntera). Los datos v la
curva control fucron cxtraidos dc
la Figura 1.5.

Captacion de
/
L]

1e-8 1e-7 1e6
Concentracion de @-Aga IVA (M)

La toxina @-Aga IVA inhibe fuertemente la captacion de Ca’" estimulada con un valor
estimado de ICsy de 37,9 nM y ejerce una inhibicion maxima en esta preparacion del 91,1 +
9.9 %. Ni los efectos inhibitorios de las distintas concentraciones de la toxina ni los
parametros de la ecuacidon que ajusta a los datos son significativamente distinto de lo
observado en los animales controles.

Por otro lado, ambos bloqueantes, ®-CgTx GVIA (1uM) y nitrendipina (10 uM) carecen
de efecto inhibitorios sobre la captacion de Ca®' estimulada con K' en estos animales (% de
inhibicion, 12 + 2% y 9 + 1 %, respectivamente), al igual que lo observado en los animales

sometidos al tratamiento agudo con MP (Tabla 2.2) y en los controles (Figura 1.6).

La figura 2.5 muestra la dependencia de la captacion de Ca’' con la concentracion de KCl
en animales tratados cronicamente con MP y en animales inyectados con SF segin el mismo
protocolo. La captacion basal de Ca®" en ambas condiciones es similar (12780 + 509
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dpm/mg prot. en el tratamiento cronico y 12336 + 1331 dpm/mg prot. en el control) por lo

que los datos se expresaron como porcentajes de la captacion basal de Ca’' en cada uno de

las condiciones.

Figura 2.5 Dcpendencia con
1a concentracion de KCl de la
captacion de Ca’ en
animales tratados
crénicamente con MP y en
animales  controles. Los
simbolos reprcsentan la media
+ ES dc la captacién de *Ca*
expresada como porcentaje dec
la captacion dc **Ca’" basal en
sinaptosomas de animales
sometidos al  tratamiento
crénico con MP (35 mg/kg) y
animales controles (inyectados
con SF) (n=4-6). La linea
quebrada cs la curva dec la
ecuacion hiperbdlica que ajusta
a los datos c¢n el tratamicnto
cronico y la linea cntera, en el
control. Los pardmetros
estimados son: Bmax= 373 %
699 %. K= 13,7 £ 8,6 mM;
R?= 0,78 para el primero y
Bmax= 3676 £ 63 %, K= 159
= 8.7 mM: R*= 0.83 para cl
control.

Captacién de **Ca® (% del basal)

Curva de cstimulacién de la captacién de
Ca®* en el tratamiento cronico con MP
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200 / ¢ Control
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Asi podemos afirmar que la sensibilidad farmacoldgica y la dependencia con el voltaje de

la captacion de Ca’ estimulada en sinaptosomas de corteza frontal no se modifica con el

tratamiento cronico con MP de los animales.



DISCUSION

Numeroso trabajos muestran los efectos modulatorios de los neurotransmisores y
neuromoduladores sobre la transmision sinaptica y, por otro lado, varios otros demuestran
efectos modulatorios sobre la actividad de los CCVD. Sin embargo, pocos trabajos
describen modulacion de la actividad de los canales de Ca®" en los terminales sinapticos.
Ademas, existen pocas evidencias de que estos efectos moduladores puede ser producido
por neurotransmisores liberados endégenamente. Asi, el objetivo de este trabajo fue
determinar la posible accion moduladora de estos agentes liberados endégenamente durante
la convulsion sobre la actividad de los CCVD de los terminales nerviosos.

La actividad convulsiva inducida por drogas resulta una interesante manera de lograr una
masiva actividad neuronal que, como ya se discutio en la Introduccion de este capitulo, es
una propiedad inherente a las neuronas. Los animales sometidos al tratamiento agudo con
una alta dosis de la droga convulsivante MP experimentan una convulsion con
caracteristicos movimientos tonico-clonicos que dura entre cinco y siete minutos. Como
consecuencia del efecto de esta droga sobre el sistema nervioso central, se produce una
hiperactividad neuronal acompafiada de una masiva liberacion de neurotransmisores y
neuromoduladores. Dada las caracteristicas motoras de las convulsiones podemos suponer
que la corteza frontal de las ratas, region que cumple principalmente funciones motoras, esta
involucrada.

Los experimentos preliminares realizados en fracciones crudas de sinaptosomas de
corteza frontal de los animales sometidos al tratamiento agudo mostraron que el influjo de
Ca®" basal y estimulado por K’, en animales sacrificados durante la convulsion y en el
periodo depresivo de la postconvulsion, es similar al influjo de Ca® determinado en las
preparaciones de animales controles (inyectados con SF). Asi, podemos asegurar la
integridad morfolégica de los terminales sinapticos, indispensable para una buena
determinacion de la captacion, y el buen estado de los mecanismo fisiologicos que participan

en el influjo de Ca”' y la despolarizacion del terminal inducida por alto K.
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La sensibilidad de los mecanismos voltaje-dependiente del influjo de Ca*" al terminal por
los distintos bloqueantes de los CCVD no es modificada por el tratamiento agudo con MP.
Altas concentraciones del bloqueante de los CCVD de tipo L, nitrendipina, y de la toxina «-
CgTx GVIA, antagonista irreversible de los CCVD de tipo N, son inefectivos inhibidores del
influjo de Ca’" voltaje-dependiente a los terminales de corteza frontal de los animales
sacrificados durante la convulsién y en postconvulsion, al igual que en los animales
controles.

La toxina w-Aga IVA, bloqueante de los CCVD de tipo I>'Q, inhibe fuertemente y de
manera dependiente de la concentracion la entrada de Ca’" a los terminales de sinapticos. Si
bien en las preparaciones de los animales sacrificados en postconvulsion, el valor de 1Csg
estimado a partir de la ecuacion sigmoidea (105,2 nM) es el doble del observado en las
preparaciones controles (48,2 nM), esta diferencia no resulta claramente significativa.

En los terminales nerviosos aislados de los animales en postconvulsion, solo la inhibicion
que ejerce 100 nM ©-Aga IVA sobre la capatcion de Ca®* es significativamente menor a la
observada en los animales controles. Un experimento pareado en el cual ambas condiciones
(control y postconvulsion) fueron analizadas conjuntamente, descarta esta tendencia
observada inicialmente.

Cuando se determiné la sensibilidad al voitaje del mecanismo de entrada de Ca* a los
terminales nerviosos aislados no se observaron diferencias significativas entre la preparacion
control y la de los animales sometidos al tratamiento agudo con MP y estudiados en
postconvulsion. La captacion voltaje-dependiente de Ca®" alcanza un méaximo estimado de
un 261,7 £ 46,4 % de la captacion basal en postconvulsion y un 196,6 + 32,7 % de la
captacion basal en los controles; mientras que la concentracion de KCl estimada que induce
el 50% de la captacion maxima es 19,5 + 9,8 mM para el tratamiento agudo postconvulsivo
y 16 + 8,1 mM para el tratamiento control.

Estos estudios muestran que, en el tratamiento agudo con MP, no se observa ningun
cambio significativo en las propiedades farmacologicas ni en sensibilidad al voltaje del

mecanismo de entrada de Ca’’ voltaje-dependiente a los terminales nerviosos.
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Con el objeto de determinar si la modulacion de la actividad de los CCVD ejercida por la
hiperactividad neuronal es quizas una consecuencia evidenciada a largo plazo, se llevaron a
cabo los experimentos en los que los animales fueron sometidos durante tres dias a una baja
dosis de la droga convulsivante. En el tratamiento cronico, los animales tuvieron un
comportamiento que se resumen en la seccion Materiales y Métodos de este capitulo. Las
convulsiones con expresiones motoras tonico-clonicas fueron comunes, aunque de menor
duracion y con tendencia a desaparecer a medida que progresaban los dias del tratamiento.

Las caracteristicas farmacolégicas de los CCVD involucrados en el influjo de Ca®" a los
terminales sinapticos en los animales sometidos al tratamiento cronico es similar a las
observadas en los animales controles. Nuevamente, la nitrendipina y la @-CgTx GVIA no
tienen efecto sobre la entrada de Ca®' basal ni voltaje-dependiente.

Al igual que en sinaptosomas de corteza frontal de los animales controles, el péptido
blogueante de los CCVD de tipo P/(), o-Aga IVA, inhibe potentemente la entrada de Ca>
voltaje-dependiente (ICsoc= 37,9 nM), sin afectar los mecanismos basales en las
preparaciones del tratamiento cronico. Este resultado sugiere que el tratamiento cronico con
MP no afecta la sensibilidad a los bloqueantes de la captacion de Ca®" voltaje-dependiente de
los terminales nerviosos de la corteza cerebral.

La dependencia con el voltaje de la entrada de Ca® a los terminales sinaptico en los
animales tratados cronicamente con MP fue comparada con la de preparaciones de animales
inyectados con SF segun el mismo protocolo. No se observaron diferencias significativas en
la captacion de Ca®' de los terminales nerviosos aislados a partir del SNC de los animales en
tratamiento control respecto de los animales en tratamiento crénico con MP.

Por otro lado, si bien los valores estimado para la captacion maxima (Bma) y €l punto de
inflexion de la curva (K) fueron levemente mayores en el tratamiento cronicos y su control
que los valores estimados para el tratamiento agudos con MP y su respectivo control, estas
diferencias no fueron significativas y probablemente son consecuencia del no tan buen ajuste
de los datos, en el primer caso, a la ecuacion hiperbolica.

La ausencia de cambios en las propiedades de los CCVD que ha sido demostrada en este

trabajo, ya sea minutos después de una fuerte convulsion o luego de varios dias de
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convulsiones inducidas por MP, pueden reflejar la ausencia de acciones moduladoras sobre
la actividad de los CCVD involucrados en el influjo de Ca®’ a los terminales. Sin embargo,
estos resultados no descartan posibles alteraciones o cambios en las caracteristicas de los
CCVD que no sean puestas en evidencia por esta técnica.

Ha sido demostrado que la actividad de los CCVD es modulada por diversos factores a
través de la accion de las proteinas G, fosforilaciones y defosfolrilaciones, y cambios en a
tasa de incorporacion y degradacion de los canales en la membrana plasmatica (ver
Introduccion General). Debe ser considerada la posibilidad de que una modulacién en la
actividad de los CCVD ejercida rapidamente, es decir en 5-15 minutos, como la esperada en
los animales sometidos al tratamiento agudo con MP disminuya o desaparezca durante el
tiempo que lleva la preparacion de la fraccion pura de los terminales sinapticos. Esta
posibilidad no puede ser considerada en el caso del estudio del efecto del tratamiento
crénico, pero si tenida en cuenta en el tratamiento agudo.

Por otro lado, este trabajo ha sido desarrollado en terminales sinapticos de corteza frontal
y no descarta posibles cambios en la actividad de los CCVD en terminales de otras areas del
SNC. Girardi y colaboradores (1994) y otros trabajos ya mencionados en la Introduccion de
este capitulo han mostrado que las alteraciones inducidas por las convulsiones con MP son
especificas para las distintas areas del SNC.

En resumen, en el tratamiento agudo con altas dosis de MP y en tratamiento repetido con
bajas dosis de la droga convulsivante, se mantienen inalteradas las propiedades
farmacologicas y la dependencia con el voltaje del influjo de Ca®" a través de los CCVD a

los terminales sinapticos.
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INTRODUCCION

El Péptido Atrial Natriurético (ANP)

El descubrimiento del péptido atrial natriurético (ANP) fue la culminacion de muchos
afios de estudios morfologicos y bioquimicos. Hace menos de dos décadas, DeBold y
colaboradores demostraron que el extracto enriquecido en granulos de los miocitos de atrio
cardiaco de la rata tiene potentes propiedades natriuréticas (DeBold, 1979; DeBold et al.,
1981). Este descubrimiento llevo a postular la existencia de un factor natriurético dentro de
los granulos del atrio que fue aislado por diversos grupos a partir de distintas especies
(Oikawa et al., 1984; Oikawa et al., 1985; Seidman et al., 1984).

En todas las especies de mamiferos examinadas, se ha encontrado un unico gen para ANP
con significativa homologia en la organizacion y secuencia de nucledtidos. El gen, que
contiene tres exones y dos intrones, codifica para un preproANP de 152 aminoacidos.
Rapidamente, el preproANP es convertido en un péptido de 126 aminoacidos, proANP, que
es la forma predominante que se encuentra almacenada en los granulos atriales. En respuesta
a sefiales apropiadas, proANP (aa 1-126) es liberado y convertido en ANP (aa 99-126), la
forma bioldgicamente activa de esta hormona.

Tanto la secuencia de aminoacidos como la estructura terciaria del ANP encontrado en
todas las especies de mamiferos conservan una altisima homologia. El anillo intracatenario
de 17 miembros formado por un puente disulfuro entre dos residuos cisteina (Cys 105 y Cys
121) es imprescindible para la actividad biologica de 1a hormona (Figura 3.1).

Por otro lado, esta estructura es mantenida en todos miembros de la familia de péptidos
natriuréticos. Existe un significativo nivel de homologia en la estructura y secuencia entre
los péptidos de tipo A, de tipo B (por ejemplo, brain natriuretic peptide, BNP) y de tipo C
(CNP) de la familia de péptidos natriuréticos (Figura 3.1). Las semejanzas se extienden a la
secuencia de nucledtidos en el gen, hecho que permitié la rapida identificacion de los
péptidos emparentados utilizando como zonda ANPcDNA. En general, todos estos péptidos
producen similares efectos fisiologicos: natriuresis y relajacion muscular. En particular,

BNP, al igual que ANP, tiene aparentes acciones como antagonista fisiologico de la
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vasopresina, las endotelinas y el sistema renina/angiotensina/aldosterona (Brenner et al.,
1990; Ruskoaho H., 1992). El papel del CNP in vivo esta aun menos definido; si bien este
péptido podria no ser un importante modulador de la natriuresis y la diuresis (Stingo et al.,
1992; Clavell et al., 1993), es expresado por las células endoteliales y tiene efectos

vasodilatadores (Sudoh et al., 1990, Suga et al., 1992).

Tipo A Tipo B Tipo C
ANP
BNP
Uradilatina Iso-ANP CNP
ASIF

Figura 3.1. Miembros de la familia de péptidos natriuréticos. La

homologia estructural de los péptidos es mostrada esquematicamente. ANP, péptido atrial
natriurético tipo A. BNP, péptido atrial natriurético tipo B. CNP, péptido atrial

natriurético tipo C. Esquema extraido de Rosenzweig y Seidman, 1991.

Una variedad de estimulos modulan los niveles de ANP. A nivel postraduccional, el
procesamiento del preproANP podria ser un punto critico en la regulacion de los niveles
generales ANP. La regulacion directa a nivel trasncripcional ha sido demostrada in vivo.
Los glucocorticoides y la hormona tiroides aumentan los niveles del mRNA para ANP
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(Gardner et al., 1986a; Day et al., 1987; Ladenson et al., 1988), mientras que la deprivacion
de agua o de sodio provoca una disminucion reversible en los niveles del RNA mensajero
(Mukoyama et al., 1990; Takayanagi et al., 1985).

Aunque la expresion de ANP se produce principalmente en los miocitos atriales, también
fue observada en pulmon (Gardner er al. 1986b), adenohipofisis (Gardner 1986b),
hipotalamo (Gardner 1986b), cerebro anterior (Saper ef al. 1985), glandulas suprarrenales
(Ong et al. 1987) y nifion (Sakamoto ef al. 1985).

En particular, en el hipotalamo, se detect6 inmunorreactividad al ANP en los nucleos
paraventriculares y la region anteroventral del tercer ventriculo (AV3V), zonas relacionadas
con la regulacion de la volemia y la presion arterial (Gundlach y Knobe, 1992). Las fibras de
estas neuronas proyectan caudoventralmente hacia la eminencia media y la neurohipofisis.
Shibasaki y colaboradores (1986) demostraron la presencia de ANP en neuronas
hipotalamicas y en fibras de la zona externa de la eminencia media. Este grupo, utilizando la
técnica de radioinmunoensayo, report6 la liberacion de ANP de fragmentos de hipotalamo

por mecanismos dependientes de Ca®".

Receptores para ANP

Experimentos recientes, demostraron la existencia de varios tipos de sitios receptores
para la familia de péptidos natriuréticos en la mayoria de los tejidos (Kosecki et al., 1986,
Leitman et al., 1986; Meloche et al., 1986). Se han descripto, al menos, tres tipos de
receptores: de tipo A, tipo B y tipo C (NPR-A, NPR-B y NPR-C, respectivamente). Todos
ellos se encuentran distribuidos en diversos tejidos como glandulas suprarrenales, rifion, la
vasculatura, el sistema nervioso central, higado y musculo liso del colon (Bianchi et al.,
1985; Quirion et al., 1986).

El NPR-A y NPR-B poseen una alta homologia en la secuencia de aminoacidos y en la
estructura. Pertenecen al grupo de receptores de membrana con actividad de guanilato-
ciclasa junto con otros dos tipos receptores para enterotoxina-estables-a-temperaturas (Sta-

R y RetGC) (Garbers y Lowe, 1994). Aparentemente, NPR-A y NPR-B contienen un unico
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dominio transmembrana que separa el extremo aminoterminal, dominio extracelular que
representa el sitio de union de los péptidos natriuréticos, de la region intracelular que
contiene un dominio con actividad de guanilato-ciclasa y un dominio homologo a las
proteinas quinasas (Garbers, D.L. 1992) (Figura 3.2). Aunque el nimero de monomeros que
conforman los receptores nativos es un punto ain en dicusion, se reconoce que NPR-A y

NPR-B aparecen agregados como homodimeros unidos por puentes disulfuro (Garbers y

Lowe, 1994).
I I EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Guanilato-cilasa
de membrana

Figura 3.2. Receptores de membrana con actividad guanilato-ciclasa.

Estructura general de los receptores guanilato-ciclasas de membrana de vertebrados . Los
dominios putativos con actividad guanilato-ciclasa estan coloreados en verde y en rosa,

los dominios con homologia a las proteinas quinasas. Extraido de Garbers y Lowe, 1994.

La funcion del dominio homdlogo a las proteinas quinasa no es aun bien comprendida,

pero se sabe que ATP es requerido para la activacion del dominio con actividad guanilato-
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ciclasa en respuesta a la union de los péptidos natriuréticos (Kurose et al., 1987; Koller et
al., 1992) y ha sido sugerido que el nucleétido de adenosina se une a este dominio (Chinkers
y Garbers, 1989). La conversion de ATP a ADP parece nos ser necesaria, dado que
analogos no hidrolizables del nucleétido sustituyen al ATP (Chang et al., 1990; Chinkers et
al,, 1991).

El NPR-A ha sido purificado a aparente homogeneidad por Wong y colaboradores
(1995). En este trabajo se demostré que NPR-A es capaz de transducir la union de ANP en
la sintesis de cGMP (4,3 pumol formados de ¢cGMP /min/mg proteina; 5,8 nmol sitios de
union a '®’I-ANP/mg proteina) en ausencia de otras proteinas. NPR-A contiene un unico
sitio de union de alta afinidad para ANP (Kq= 60 pM) y un ECs, para ATP de 0,3 mM.

En base a la afinidad relativa de los péptidos natriuréticos por los dos tipos de receptores,
NPR-A ha sido propuesto como el receptor para ANP y BNP; mientras que NPR-B es
considerado el receptor especifico para el péptido natriurético tipo C, CNP (Koller et al.,
1991; Bennett et al., 1991).

El descubrimiento de la existencia de guanilato-ciclasas actuando como receptores
produciendo cGMP en respuesta a la interaccion con sus ligandos, constituy6é un novedoso
mecanismo para la transduccion de sefiales a través de segundos mensajeros. Cabe
mencionar que los receptores con actividad guanilato-ciclasa actualmente han sido divididos
en dos grupos: los receptores de membrana que reconocen diferentes péptidos, NPR-A,
NPR-B, Sta-R y RetGC; y los receptores citoplasmaticos que reconocen al oxido nitrico
(NO) y otras drogas, como ser los nitrovasodilatadores (Garbers D.L., 1992).

Muchos de los efectos fisiologicos de ANP conocidos hoy en dia, como ser la
vasodilatacion (Waldman y Murad, 1987, Lincoln y Cornwell, 1993), el aumento de la
filtracion glomerular y la inhibicion de la reabsorcion de Na™ por el tabulo renal (Huang et
al., 1986), parecen estar mediados por NPR-A y un aumento en la concentracion intracelular
de cGMP. En experimentos en los que se eliminé el gen para NPR-A utilizando la técnica de
knock-out se demostrd que, independientemente de la dieta salina, los ratones presentaban

una presion sanguinea elevada de forma cronica (Lopez et al., 1995).
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El tercer tipo de receptor para la familia de péptidos natriuréticos, NPR-C, también
llamado de clearence o ANP-R;, no posee actividad guanilato-ciclasa (Fuller et al., 1988).
NPR-C es una proteina asociada a la membrana plasmatica que existe como un homodimero,
con un dominio extracelular homologo a NPR-A y NPR-B, y un dominio citoplasmatico de
37 aminoacidos (Itakura et al., 1994; Stults et al., 1994). Este receptor posee una
especificidad para sus ligando mas amplia ya que une los tres tipos de péptidos natriuréticos.
Ademas, NPR-C une analogos peptidicos de ANP, mas pequefios, que no activan la
guanilato-ciclasa y, por esta razon, son empleados como agonistas especificos de NPR-C
(Maack et al., 1987).

El papel del NPR-C ha sido originalmente considerado el de eliminacion de la circulacion
del péptido, “clearence”, a través de su internalizacion y posterior degradacion (Maack et
al., 1987; Nussenzveig et al., 1990). La falta de evidencias concretas de respuestas celulares
desencadenadas por la union de los péptidos natriuréticos a NPR-C, sumado a la gran
abundancia relativa de este tipo de receptor, sugirieron estas primeras conclusiones.
Recientemente, Anand-Srivastava y colaboradores (1996) han demostrado que el dominio
citoplasmatico de NPR-C inhibe la enzima adenilato-ciclasa presente en membranas de
corazon. Tanto ANP como los analogos mas pequefios de ANP, no efectivos para la unién y
activacion de los receptores con actividad guanilato-ciclasa, resultaron igualmente potentes
en la inhibicion de la actividad adenilato-ciclasa (K; = 1nM). Este mecanismo es dependiente
de GTP y bloqueado por la toxinas de pertusis, sugiriendo la participacion de una proteina G

como mediadora de los efectos de NPR-C sobre la adenilato-ciclasa.

Efectos fisiologicos del Péptido Atrial Natriurético
Accion de ANP sobre los organos periféricos

ANP es una hormona peptidica (28 aa) secretada principalmente por los miocitos
auriculares en respuesta al estiramiento de la pared atrial, como ocurre por ejemplo durante

un aumento del volumen intravascular (DeBold, 1979; DeBold et al., 1981).
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Las acciones combinadas del ANP sobre al vasculatura, rifiones y las glandulas
suprarrenales, tienen como objetivo disminuir la presion sanguinea y el volumen
intravascular (Ballermann y Brenner, 1985; 1986). La reduccion de la presion sanguinea es
lograda como consecuencia de una disminucion de la resistencia vascular periférica (mediada
por la relajacion directa del musculo liso vascular), y la reduccion de la descarga sistolica y
el volumen intravascular.

En el rifidn, el ANP actia sobre receptores especificos en la microvasculatura renal y en
el epitelio tubular, induciendo hiperfiltracion por el glomérulo, inhibiendo la reabsorcion de
Na' y suprimiendo de la liberacion de renina. Estos efectos producen como resultado un
aumento de la natriuresis y la diuresis y, consecuentemente, una disminucion de la presion
arterial.

Mediante la inhibicion de la sintesis de aldosterona, ANP impide el aumento de la
reabsorcion de Na' que ejerce la hormona liberada por la corteza suprarrenal. Asi la
reduccion de la presion arterial y del volumen intravascular es ejercida directamente a través
de receptores para ANP presentes en las células glomerulosas de la corteza suprarrenal e
indirectamente a través de la inhibicion de la liberacion de renina por el aparato
yuxtaglomerular (Maack et al., 1984).

Los efectos de ANP sobre el musculo liso también han sido ampliamente estudiados.
ANP impide la contraccion del musculo liso inducida por numerosos agonistas y, como el
mecanismo de contraccion de las células musculares lisas involucra un aumento en la
concentracion intracelular de Ca”*, ha sido propuesto que ANP interfiere con este proceso
(Brenner et al., 1990). El incremento de Ca*" inducido por agonistas también es inhibido por
ANP en células de muasculo liso vascular (Hassid A., 1986; Meyer-Lehnert et al., 1988),
células mesangiales (Appel et al., 1987, Hassid A., 1987) y células de la glomerulosa
suprarrenal (Chartier y Schiffrin, 1987).

El mecanismo por el cual ANP impide el aumento en la concentracion intracelular de Ca®*
podria implicar la regulacion de la liberacion o la recaptacion del Ca>* desde los reservorios
intracelulares, o la modulacion de la entrada o salida de Ca®* a través de la membrana

plasmatica.

96



Capitulo 3, Introduccion

Como se mencioné anteriormente, muchos de los efectos fisiologicos de esta hormona
enddcrina estan mediados por un aumento de la concentracion del segundo mensajero
cGMP que es independiente de la actividad de las enzimas guanilato-ciclasas solubles
(Hamet et al. 1984, Murad 1986, Murad et al. 1987). El cGMP, a su vez, activa proteinas
quinasas dependientes de cGMP (PKG), produciéndose asi, la fosforilacion de una gran
cantidad de proteinas intracelulares.

Numerosos trabajos analizaron la accion del cGMP sobre los mecanismos de
movilizacion de Ca®' en las células musculares lisas con resultados contradictorios (Capponi
et al., 1986; Garcia et al., 1984; Meishen et al., 1986; Takai et al., 1982).

Recientemente, dos trabajos muestran que la activacion de la PKG produce un
incremento de la corrientes de K* sensibles a caribdotoxina en musculo liso de traquea y en
una linea celular de ovario de hamster (Zhou et al., 1996) y en neuronas de hipocampo
(Furukawa et al., 1996). Ambos trabajos sefialan a una fosfatasa como sustrato de la PKG,
la cual a su vez produce la desfosforilacion de los canales de K" sensibles a Ca>* que dejan a
esta proteina en un estado mas activo. Ha sido propuesto que, como consecuencia de la
activacion de los canales de K', se reduce la despolarizacion y la consiguiente activacion de
los CCVD y la entrada de Ca>

Por otro lado, debe mencionarse que ANP también inhibe la actividad de la adenilato-
ciclasa en varios sistemas, generando la posibilidad de que algunos efectos fisiologicos de

ANP sean provocados por un bloqueo de produccion de cAMP (Brenner, et al., 1990).

ANP en el sistema nervioso central

Ademas de los conocidos efectos de ANP sobre los 6rganos periféricos, diversos estudios
sugieren que la liberacion hipotalamica de ANP cumple un importante papel en la regulacion
de la natruiresis por parte del SNC. Las neuronas de los nucleos paraventriculares y de la
region anteroventral del tercer ventriculo (AV3V) del hipotalamo sintetizan y liberan ANP.
Bealer y colaboradores, en 1983, mostraron que la destruccion de la region AV3V inhibe la

excrecion de Na’', mientras que su estimulacion la aumenta. Por otro lado, se observo que
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ANP inhibe la secrecion de vasopresina, ante dos estimulos fuertes para su liberacion, como
son la hemorragia y la privacion prolongada de agua (Samson, K. 1985).

Por ultimo, ha sido reportado que, en hipotalamo y médula suprarrenal de rata, ANP
modula la transmision nodrenérgica en forma antagonica a la accion que ejerce la
angiotensina sobre este sistema (Vatta et al., 1993, 1993b). Esta hormona afecta los
mecanismos de recaptacion de noradrenalina (NA) (Vatta et al., 1994; 1995) y la liberacion

de NA dependiente de Ca®* (Vatta et al., 1992, 1994b).

El papel del hipotilamo en el control de la volemia

El hipotalamo, junto con otras estructuras del sistema limbico, recibe informacién directa
del medio interno y actia directamente sobre éste. En esta region del sistema nervioso
central se encuentra un gran nimero de circuitos neuronales que regulan funciones vitales,
como ser: la temperatura corporal, la frecuencia cardiaca, la presion sanguinea, la
osmolaridad de la sangre y la ingesta de agua y comida.

Anatoémicamente, el hipotadlamo esta delimitado en su extremo posterior por los cuerpos
mamilares y por el quiasma Optico en el extremo anterior. Puede dividirse en una region
periventricular que esta inmediatamente alrededor del tercer ventriculo, una region lateral y
una region media. Estas ultimas se encuentran separadas por los haces descendientes del
fornix provenientes del hipocampo.

Una de las funciones principales del hipotalamo es controlar la secrecion de la glandula
hipofisis, a la cual esta unida por medio del infundibulum. El hipotalamo controla el sistema
endocrino directamente mediante la secrecion de productos neuroendocrinos a la circulacion
general en la hipofisis posterior (neurohipofisis). Indirectamente, el hipotalamo regula el
sistema neuroendécrino mediante la secrecion de hormonas reguladoras a un sistema porta
local (en la eminencia media), que lleva la sangre a los capilares de la hipofisis anterior
(adenohipofisis). Estas hormonas reguladoras hipotalamicas, que pueden ser excitatorias o
inhibitorias, controlan la sintesis y la liberacion de las hormonas de la adenohipofisis a la

circulacion general, razén por la cual, se las conoce también como factores liberadores.
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Las neuronas magnocelulares hipotalamicas estan ubicadas en los nucleos paraventricular
y supradptico, y proyectan sus axones a través del tracto hipotalamohipofiseal hacia la
eminencia media y la neurohipofisis (Palkovits et al., 1981). Algunas de estas células
sintetizan las hormonas oxitocina y vasopresina (hormona antidiurética, ADH) que son
liberadas, desde los terminales nerviosos neurohipofisiarios, directamente a la circulacion
general. Las neuronas magnocelulares del nucleo paraventricular, que regulan la hipéfisis
anterior y la actividad del sistema autonomo, expresan también ANP y ha sido sugerido que
ANP funciona como un neuromodulador pudiendo suprimir la liberacion de vasopresina
(Samson, 1985; Standaert et al., 1987).

Por otro lado, otros factores humorales también pueden afectar la liberacion de
vasopresina, como por ejemplo, la angiotensina II, hormona secretada en situacion de stress
hidrico, que aumenta la concentracion de vasopresina en sangre (Silverman y Zimmeman,
1983).

Las células involucradas en la liberacion de vasopresina, asi como también otras células
hipotalamicas ubicadas en estructuras en las que la barrera hematoencefalica es débil,
responden directamente a estimulos osméticos 0 a cambios en la concentracion sanguinea
del ion Na".

Por otro lado, ha sido demostrado que estas células pueden también ser influenciadas por
aferencias neuronales, como ocurre ante un decremento del volumen sanguineo que provoca
un aumento de la liberacion de vasopresina (Sundsten y Sawyer, 1961). En el lado de baja

presion de la circulacion (auricula derecha y paredes de grandes venas) se encuentran los
sensores de volumen vascular que, ante una disminucion de la volemia, envian la

informacion a la region del hipotdlamo donde se encuentran las neuronas que producen
vasopresina.

Ademas de los mecanismos recién mencionados, otros mecanismos hipotalamicos
participan en la regulacion de la volemia. ANP es un potente regulador del balance
electrolitico corporal y ha sido bien demostrada la sintesis y liberacion de este péptido en el
hipotalamo (Saper et al.,, 1985, Gardner, 1986b;, Shibasaki et al., 1986). Si bien en un

principio gran cantidad de estudios mostraban la importante funcion que cumple el SNC en
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la regulacion de la volemia y la excrecion de sales, con el descubrimiento de la liberacion
cardiaca de ANP, los mecanismos centrales fueron tenidos menos en cuenta. Recientemente,
numeros grupos de investigacion han vuelto a poner su interés en el rol del SNC en este
proceso.

Ha sido demostrado que la destruccion de las neuronas que contienen ANP, ubicadas en
la region AV3V del hipotalamo u otras lesiones en la eminencia media y neurohipdfisis,
sitios hacia donde proyectan estas neuronas, provocan una disminucién inicial en los niveles
plasmaticos de ANP (Antunes-Rodrigues, 1991). Mas aln, cada una de estas lesiones
suprime significativamente el aumento de ANP que es inducido por expansion del volumen
sanguineo.

Dado que el comun denominador en estas lesiones es la eliminacion del sistema de ANP
neuronal, este estudio sugiere que el ANP cerebral juega un papel importante en los
mecanismos que median la liberacion de ANP a la circulacion general. Resulta posible que
una expansion del volumen sanguineo, detectada por los barorreceptores de la auricula
derecha y los arcos aorticos, cause aferencias al sistema de ANP hipotalamico e induzca la

liberacion del péptido desde la eminencia media y la neurohipofisis.
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OBJETIVO

El objeto de este trabajo es determinar los efectos moduladores del ANP sobre la el
influjo de Ca”* a través de los CCVD en los terminales sinapticos de hipotalamo de rata.
Estos estudios permitiran conocer posibles efectos fisiologicos del ANP, a través de los
cuales, el péptido liberado por las neuronas hipotalamicas podria participar en la regulacion

de la neurotransmision y en el control del balance hidrico corporal.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacién de la fraccion cruda de sinaptosomas y Captacion de **Ca** en
sinaptosomas

Para este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar cuyo peso se encontraba
entre 250-300g. Todos los animales fueron mantenidos a temperatura y humedad
constantes, bajo un régimen de 12 horas de luz-oscuridad, con libre acceso a alimento
balanceado y agua. Las ratas fueron decapitadas entre las 12 AM y las 2 PM vy los cerebros
fueron removidos rapidamente. Los hipotalamos fueron disecados como fue descripto por
Iversen, L.L. (1971).

La preparacion de la fraccion cruda de sinaptosomas de hipotalamo y la captacion de
*Ca*" fueron realizadas de la manera descripta en el Capitulo 1. Las soluciones empleadas

son las mismas descriptas en el capitulo 1.

Calculos y estadistica

Han sido realizados de manera similar a lo descripto en el capitulo 1 y 2.

Materiales

HEPES, Trizma base, Percoll, EGTA, PPO, sacarosa, ColinaCl, 3,4-diaminopiridina y
Azul de Metileno fueron obtenidos de la empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA). Las sales, xileno y la glucosa de Mallinckrodt. El calcio radioactivo, de los
distribuidores NEN-Du Pont. Las toxinas o-CgTx GVIA y o-Aga IVA, rat ANP(1-28) y
CNP fueron adquiridas de Peptide International Co. La nitrendipina fue obtenida de

Research Biochemicals International.
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RESULTADOS

Estimulacién de la captacion de Ca®* en sinaptosomas de hipotalamo

La capacidad de captar calcio en forma voltaje-dependiente es una evidencia de la
integridad funcional y morfologica de los sinaptosomas. Con el objetivo de corroborar dicha
integridad y de caracterizar la sensibilidad de los sinaptosomas a distintas formas de
despolarizacion se realizaron, en primer lugar, experimentos en los que se indujo la
captacion estimulada de Ca’ de dos maneras distintas. Por un lado, se utilizo 3,4-
diaminopiridina (3,4-DAP), bloqueante los canales de K', que produce una despolarizacion
de la membrana de los sinaptosomas; y por el otro lado, se indujo la despolarizacion de los
terminales mediante el aumento de la concentracion de iones K™ en la solucion extracelular.
La figura 3.1 resume los datos de la captacion de Ca®" basal y estimulada de estas dos

maneras en los sinaptosomas de hipotalamo de rata.

Captacion de Ca’" inducida por 3,4-DAP y por
KClI en sinaptosomas de hipotalamo

[ ] basal
XX DAP
Figura 3.1 Captacién dec 20000 » &“u Il [_31 KCl
Ca®* basal e inducida por '\
34-DAP y por KCl en 18000 -

fraccién cruda de sinap-
tosomas de hipotilamo.
Las barras rcpresentan las
medias + ES de la
captacion de Ca™
expresada en dpm/mg de

16000 -!

14000 -

12000

Captacion de **Ca® (dpm/mg protcina)

10000 -

protcinas  (n=5-6), cn

condiciones basales. csti- 8000 - —

mulada con 250 uM y 500 .
uM DAP v cstimulada con 6000

25 mM y 80 mM KCl. 4000

Se determinaron las

diferencias  respecto  al 2000

control (basal) con el test 0 L %\ [

de Dunnett, NS.. no
significativas: * diferencias
significativas, ” < 0.01.

Basal DAP DAP KCI KCl1
250 uM 500 yM 25mM 80 mM
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La despolarizacion causada por el agregado de 3,4-DAP produce un aumento de la
captacion de Ca’', respecto de la captacion en condiciones basales, de un 35 + 8.2%y un 27
+ 13,3% a las concentraciones de 250 uM y 500 uM, respectivamente. La despolarizacion
por K~ estimula la captacion de Ca® en un 96 + 7,1% y en un 120 * 51% a las
concentraciones de 25 mM y 80 mM, respectivamente. Como consecuencia de la gran
diferencia observada en la capacidad del bloqueante de los canales de K’ y el aumento de la
concentracion de este ion para estimular la captacion de Ca’ en esta preparacion, se optd
por la estimulacion con K para los experimentos siguientes.

En segundo lugar, se estudio con mayor detalle la dependencia del influjo de Ca®" con la

concentraciones de KCl para determinar la concentracion optima del ion (Figura 3.2).

Curva de estimulacion de la captacion de Ca™
en sinaptosomas de hipotilamo

300 Figura 3.2 Decpendencia
con la concentracion de
KCl de la captacion de
Ca’. Los  simbolos

. representan la media + ES
de la captacion de Ca™
expresada como porcentaje
de la captacion basal (5
mM dc¢ KCl) (n=3-6). Los
datos fucron ajustados a
una ccuacion hiperbolica v
los parimetros cstimados
son: Buu= 266.9 + 13.5%.
K= 889 + 2.1 mM. R=
0.97.

2

8

Captacion de Bea® (% del basal)
8 3
5

3

0 20 40 60 80
Concentracion de KCl (imM)

Como era de esperar para una preparacion con canales de Ca®’ voltaje-dependiente, la
captacion de **Ca’ aumenta como consecuencia del incremento de la concentracion
extracelular de KCl por encima de 5 mM. Sin embargo, no se observan diferencias

significativas en la captacion de Ca’ cuando es estimulada con 25, 40, 60 u 80 mM de KCl.
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Por esta razon, y debido a que en los estudios en los que se analizo el efecto del ANP sobre
la liberacion estimulada de "H-noradrenalina de terminales hipotalamicos se utilizd una
concentracion de KCl de 25 mM, se decidi¢ estimular la captacion de Ca’ en los

sinaptosomas de hipotadlamo con 25 mM de KCL.

Caracterizacion farmacologica de los CCVD presentes en los terminales hipotalimicos

Se realizaron experimentos para determinar los tipos de canales de calcio voltaje-
dependientes presentes en los terminales sinapticos de hipotalamo de rata. Como se puede
observar en el grafico de la Figura 3.3, ®-CgTx GVIA, en una concentracion de 100 nM, no
tiene efecto alguno sobre la captacion de Ca’ estimulada. Sin embargo, ©-Aga 1VA, el
bloqueante de los CCVD de tipo 7 (), en una concentracion de 100 nM, produce una

inhibicion del influjo de Ca*" estimulado del 80 + 13 %.

Efecto de bloqueantes de los CCVD sobre la
captacion de Ca’* estimulada por 25 mM KClI

Figura 3.3 Efccto de los 120
bloqueantes de los CCVD
sobre la captacién de Ca®*

cstimulada en sinaptoso- 100 R
mas de hipotilamo de : i J
rata. La barras representan < \

8

la media + ES dc la
captacion de Ca™ estimu-
lada por 25 mM KCL
cxpresada como porcentaje
dc la captacién control (sin

(% d¢l control)
3

Captacion estimulada de

40 ‘ |
bloqucante). n= 3-6.
(*) denota  dilerencias : I
significativas respecto  al ! :
control  sin  bloqucantes i [
dctcrminadas con el test | : _;u]l'mg
Tul.(c_v dcpn(l l:)“(l)glcs compa- Control Diltiazem
raciones. .02, 5
(K 25mM) o-Celx 100uM o-Aga IVA
100nM 100nM

Los bloqueantes especificos de los canales de tipo /. son las dihidropiridinas, drogas que
por su naturaleza quimica deben ser disueltas en etanol o dimetil-sulféxido (DMSO). Sin

embargo, estos solventes resultaron ser muy nocivos para la preparacion sinaptosomal de
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hipotalamo. Si bien la captacion de Ca®" basal no se vio afectada por bajas concentraciones
de estos solventes (0,05-0,01%), la captacion estimulada de Ca’> se vio reducida
fuertemente, mostrando una marcada sensibilidad a la presencia de los mismos en el medio
de incubacion.

El diltiazem es un bloqueante inespecifico de los CCVD, que tiene efectos sobre los
CCVD de tipo L y no necesita ser disuelto en solventes organicos. Por esta ultima razon, se
determiné el efecto del diltiazem en esta preparacion. A una concentracion de 100 uM,
diltiazem produce un bloqueo del 96 + 12%, siendo esta diferencia estadisticamente no
significativa comparada con el efecto del -Aga 1VA (Figura 3.3).

Por otro lado, ninguno de los bloqueantes de los CCVD afecta la captacion de Ca> en

condiciones basales.

Efecto de péptidos natriuréticos sobre la captacién de Ca™*
Captacion basal de Ca’

Los terminales sinapticos poseen, ademas de los canales de Ca’" activados por voltaje,
otros mecanismos a través de los cuales el Ca® entra a los mismos y que son los
responsables de la captacion basal de Ca®’ que ocurre en condiciones no despolarizantes.

Debido a que definimos la captacion estimulada como la captacion total de Ca®" obtenida
en condiciones despolarizantes menos la captacion basal de Ca®’ (ver materiales y métodos),
un efecto del ANP sobre alguno de estos mecanismos basales afectaria nuestra
determinacion de la accién de los péptidos natriuréticos sobre la captacion de Ca®
estimulada.

Se realizaron experimentos de medicion de la captacion de Ca®" en condiciones basales (5
mM de KCl) en presencia de altas concentraciones de estos péptidos (Figura 3.4). Como se
puede observar en el grafico de la Figura 3.4, ninguno de los péptidos tiene efectos

significativos sobre la captacion basal de Ca*’
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Figura 3.4 Efecto de ANP ¥
CNP sobre la captacion
basal de Ca’ en sinapto-
somas de hipotilamo. Las
barras reprcsentan la media +
ES dc la captaciéon basal de
Ca™ cxpresada como
porcentajc de la captacion
control (ecn ausencia dc
péptido). n= 4-8.

Ninguno de los tratamicntos
producc diferencias  signifi-
cativas con respecto al control
analizadas con ¢l test
Dunnett. P > 0.05.

En sinaptosomas de hipotalamo de rata, ANP inhibe potentemente la captacion de Ca’

estimulada con 25 mM KCl (Figura 3.5).

Figura 3.5 Curva concentraciéon
vs res-puesta para ANP sobre
la captacién de Ca®* estimulada
en sinaptosomas de hipotilamo.
Los simbolos representan la
media £ ES del porcentaje de
inhibicion dc la captacion dc
Ca™ cstimulada por 25 mM KCl.
n=5-9.

Sc¢ considerdé como 0% de
inhibicion a la captacién cn
ausencia dec ANP. Los datos
fueron ajustados a una ccuacién
sigmoidca (linca ncgra) v los
paramctros estimados son 1Cs=
1.9 nM: max= 74.57 + 4.4 %:
min= 593 + 5.38 %: R’= 0.97.
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Este efecto es dependiente de la concentracion y el valor de ICso estimado a partir del ajuste

de los datos a una ecuacion sigmoidea es 1,9 nM. La inhibicion maxima se alcanza con 10

nM de ANP y es de un 74.6 + 4.4% de la captacion de Ca®" estimulada control.

Péptido atrial natriurético de tipo C (CNP)

CNP, el péptido natriurético tipo C, al igual que ANP tiene efectos inhibitorio sobre la

liberacion estimulada de *H-NA en hipotalamo de rata(Vatta y colaboradores, comunicacion

verbal). Si bien, este efecto inhibitorio es menor que el observado con ANP, es alcanzado

con muy bajas concentraciones del péptido (1 pM) sugiriendo su especificidad.

Se realizaron experimentos para determinar si CNP produce también algun efecto sobre

el influjo de Ca*" a través de los CCVD en los terminales nerviosos hipotalamicos (Figura

3.6)).

Efecto de CNP sobre la captacion estimulada de Ca®*

70000 -~

Captocion de *Cat* (dpm'mg protaina)

Basal

IpM
25 mM KC1

100 pM
10 pM

{7771 Basal

73 2SmMKCL

T=3 25 mM KCl1 - CNP

10 nM

Figura 3.6 Efccto de CNP
sobre la captacién estimulada
de Ca® en sinaptosomas de
hipotidlamo. Las barras
representan la media £ ES de
la captacion de Ca*" expresada
en dpm/mg dc protcinas. n= 4-
10. No se  obscrvaron
difcrencias significativas en la
captaciéon de Ca® cstimulada
cn presencia dc las distintas
concentraciones de  CNP
respecto  a la  captacion
cstimulada control (en
ausencia dcl péptido). test de
Dunnctt. P > 0.05.

Como se puede observar en el grafico de la Figura 3.6, CNP no tiene efecto alguno sobre

la captacion de Ca® voltaje-dependiente a ninguna de las concentraciones probadas.
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De la misma manera que cuando se determiné el efecto de ANP sobre la captacion de
Ca®, las concentraciones de CNP probadas se encuentran dentro del orden de concentracion
en que los péptidos tienen efectos sobre la liberacion de *H-NA en hipotalamo.

La falta de efecto de CNP sobre la captacion de Ca’' voltaje-dependiente hace suponer
que el mecanismo por el cual el CNP inhibe la liberacion de NA es distinto al de ANP y no

involucra la modulacién de los CCVD.

Estudio de la accién inhibitoria de ANP sobre la captacién de Ca®* estimulada

Como se menciono en la introduccion, muchas de las acciones biologicas de ANP estan
asociadas con un aumento de la concentracion intracelular de cGMP y dos de los receptores
conocidos de los péptidos natriuréticos, NPR-A y el NPR-B, poseen un dominio intracelular
con actividad de guanilato-ciclasa.

Con el objeto de desentraiiar el mecanismo por el cual ANP produce su accion inhibitona
sobre el influjo de Ca’ voltaje-dependiente, se determiné la accion de un inhibidor de la
actividad guanilato-ciclasa sobre la inhibicion de ANP.

En experimentos preliminares, se analiz6 el efecto de azul de metileno, un inhibidor poco
especifico de la guanilato-ciclasa, sobre la captacion de Ca’' basal, estimulada control y
estimulada en presencia de 10 nM de ANP.

Como se observa en la Figura 3.7, AM (100 uM) no afecta per se la captacion de Ca®’
basal ni la estimulada de manera estadisticamente significativa (test de multiples
comparaciones Tukey, P> 0,05). En estos experimentos, ANP (10 nM) produjo una
inhibicion del 72 + 26 % de la captacion de Ca®' estimulada, hecho que esta de acuerdo con
los datos de la curva concentracion-respuesta para el péptido.

En cambio, la incubacion del ANP (10 nM) junto con el AM (100 uM) inhibe un 5 + 11
% la captacion de Ca®' estimulada, efecto que no es estadisticamente significativo. Asi,
podemos concluir que AM revierte el potente efecto inhibitorio que el péptido natriurético

tipo-A ejerce sobre el influjo de Ca®" estimulado en sinaptosomas de hipotalamo.
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Efecto de ANPy Azul de Metileno sobre la
captacion de Ca** basal ¥ estimulada

BASAL ESTIMULADA

Captacion de **Ca®* (% del control)

0 = hnm et SO s SR B §
Control ANP Control
10 nM

AM
100uM

Figura 3.7 Efecto de ANP y Azul de Metileno sobre la captacion de Ca®* basal y
estimulada en sinaptosomas de hipotdlamo. Las barras representan la media + ES de la
captacion de Ca™ basal (barras blancas) y estimulada (barras griscs) cxpresadas como
porcentaje de la captacion control (sin drogas) correspondientc en cada caso (n=3-11).
(**) denota difcrencias muy significativas con respecto al control determinadas con el test
de mualtiples comparaciones Tukey. < 0.001.
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DISCUSION

La captacion de Ca®* en los terminales sinapticos de hipotalamo puede ser estimulada con
3,4-diaminopirirdina (3,4-DAP), un bloqueante de los canales de K', y mediante un aumento
en la concentracion externa de KCl. Los canales de K™ sensibles a 3,4-DAP son los
principales responsables del potencial de membrana, en consecuencia, una reduccion en la
permeabilidad del ion K' a través de estos canales produce la despolarizacion de la
membrana.

Si bien el tratamiento con 3,4-DAP resulté un estimulo eficaz para la liberacion de
neurotransmisor en otras preparaciones (Pocock & Nicholls, 1992), la captaciéon de Ca®" en
los terminales sinapticos de hipotalamo no resulta suficientemente estimulada. Una posible
explicacion para este hecho es que, en los terminales sinapticos de hipotalamo, la poblacion
de canales de K  sensibles a 3,4-DAP sea pequefia 0 no participe activamente en el
mantenimiento del potencial de membrana en este comportamiento celular. Otra posibilidad
que debe ser mencionada es que las concentraciones de 3,4-DAP utilizadas no sean
suficientes para alcanzar la despolarizaciones de los terminales con la consiguiente apertura
de los canales de Ca’®' voltaje-dependientes.

Por otra parte, un aumento en la concentracion extracelular de KCI resulté un estimulo
apropiado para inducir el influjo de Ca’" a través de los CCVD. Las concentraciones de KCI
probadas (25, 40; 60 y 80 mM), produjeron un aumento de aproximadamente el 100% en la
captacion de Ca*', respecto de la captacion basal en 5 mM de KCl.

Si bien el valor estimado para la captacion maxima (obtenido del B de la ecuacion
hiperbolica) fue del 170%, experimentalmente la estimulacion con 25 mM de KCl no es
significativamente distinta de la obtenida con 80 mM. Es importante considerar, sin
embargo, que tanto la variacion en la osmolaridad introducida por el cambio de
concentracion de KCl, como la despolarizacion inducida, deben ser mantenidos dentro de
rangos fisiologicos. Por esta razon, en este estudio, se utilizo 25 mM de KCI para

despolarizar los terminales.
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En los terminales sinapticos de hipotalamo de rata, el influjo de Ca* inducido por
despolarizacion es sensible a la toxina w-Aga IVA, bloqueante de los CCVD de tipo P/Q.
Estos canales de Ca®' se encuentran ampliamente distribuidos en las neuronas del sistema
nervioso central y algunas neuronas del sistema nervioso periférico de mamiferos (Mintz et
al., 1992b). En el capitulo 1 se mostré que w-Aga IVA, una toxina extraida del veneno de la
araiia Agelenopsis aperta, inhibe potentemente el influjo de Ca’' a través de los CCVD en
los terminales sinapticos de corteza frontal de rata. Otros estudios han reportado la
participacion de los CCVD sensibles a w-Aga IVA en la liberacion de diversos
neurotransmisores en el sistema nervioso central (Mintz et al., 1995).

Por otro lado, el efecto inhibitorio de w-Aga IVA sobre el influjo de Ca’" inducido por
despolarizacion es mayor en los terminales sinapticos de hipotalamo que lo observado en la
preparacion de corteza frontal. Una concentracion de 100 nM de esta toxina, bloquea un 80
+ 13 % de la captacion de Ca*" en hipotalamo mientras que, en sinaptosomas purificados de
corteza frontal de rata, ®-Aga IVA inhibe un 59 £ 5 % (ver Resultados, Capirulo I). La alta
sensibilidad a ©-Aga IVA de los mecanismos que median el influjo de Ca®" voltaje-
dependientes sugiere que los CCVD de tipo P'Q juegan un importante papel en los
terminales sinapticos de hipotalamo.

El bloqueante especifico de los canales de tipo N, -CgTx GVIA, no afecta el influjo de
Ca® estimulado por K' en los terminales sinapticos de hipotilamo. Sin embargo, esta
observacion no es evidencia suficiente para negar la presencia de CCVD de tipo N en los
terminales hipotalamicos, ni su participacion en la neurotransmision en esta preparacion.

Muchos autores coinciden en la existencia conjunta de canales sensibles a w-Aga IVAy a
®-CgTx GVIA en los terminales sinapticos de algunas preparaciones y en su accion
sinérgica como mediadores de la neurotransmision (Luebke et al., 1993; Castillo et al., 1994;
Turner et al., 1993), sin embargo esto no siempre se correlaciona con un efecto de estas
toxinas sobre la captacion de Ca’" a los terminales.

Por ejemplo, en sinaptosomas de corteza frontal de rata, Turner y colaboradores (1993)
mostraron que la liberacion de neurotransmisor, ademas de ser fuertemente bloqueada por
o-Aga IVA, es inhibida por 0-CgTx GVIA. Este efecto, si bien es parcial, es potente
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(ICs0=1-10 nM); pero no se correlaciona con la falta de efecto observada con 1 uM de -
CgTx GVIA sobre la captacion estimulada de Ca’" en esta misma preparacion (ver capitulo
1).

Las posibles explicaciones para estas discrepancias ha sido discutida el capitulo 1 y estan
relacionadas con la especial localizacion de los CCVD que participan en la liberacion de
neurotransmisor (zonas activas)y las evidencias de que la exocitosis es inducida por cambios

locales (microdominios) de la concentracion de Ca®" en el terminal nerviosos.

Por otro lado, el influjo estimulado de Ca® también es sensible al diltiazem, un
bloqueante poco especifico de los CCVD de tipo L. La ventaja de utilizar esta
benzodiazepina, en lugar de los clasicos antagonistas de los CCVD de tipo /. pertenecientes
a la familia de las dihidropiridinas (nitrendipina, isradipina, etc.), es que no es necesaria la
disolucion en solventes organicos. La preparacion de sinaptosomas resulta muy sensible, aun
en bajas concentraciones, al etanol, metanol y DMSO. Mas especificamente, estos solventes
afectan la captacion estimulada de Ca”’, sin alterar sensiblemente a la captacion basal. Esta
observacion experimental creemos que es debida al efecto de estos solventes sobre la
permeabilidad de la membrana plasmatica que impiden la despolarizacion del terminal.

En los ultimos afios, han surgido nuevos bloqueantes de naturaleza peptidica que han sido
reportados como bloqueantes de los CCVD de tipo /. (DeWeille et al., 1991; Schweitz et al.,
1994). Si bien la especificidad de los mismos esta aun bajo estudio, realizamos experimentos
preliminares para determinar el efecto de uno de ellos, la calcicludina, sobre la captacion de
Ca’ estimulada en los terminales sinapticos de hipotalamo. En estos estudios, que no
figuran en la tesis, una alta concentracion de calcicludina (100 nM) no pudo repetir el
potente efecto inhibitorio del diltiazem sobre el influjo de Ca®' estimulado.

Los resultados presentados en este capitulo muestran que ANP produce una fuerte
inhibicion de! influjo de Ca®" estimulado en los terminales sinapticos de hipotalamo. Este
efecto es dependiente de la concentracion (ICso = 2 nM) y alcanza una inhibicion maxima del
75% con 10 nM de ANP. La unién de ANP a los receptor de los péptidos natriuréticos

(NPR) tiene una constante de disociacion (K4) que varia entre 50 y 500 pM (Martin y
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Ballermann, 1989). De esta manera, el valor del ICs, estimado en este trabajo para el efecto
de ANP sobre el influjo voltaje-dependiente de Ca’’ es, en promedio, 50 veces mayor que el
calculado para la union del péptido a sus receptores. Este hecho no sorprende ya que se esta
analizando un efecto muy probablemente mediado por sefiales intracelulares y segundos
mensajeros. Mas aun, otros efectos reportados de ANP en hipotalamo se observan dentro
del rango de concentracion que tiene efecto sobre la entrada de Ca’’ voltaje-dependientes
(Vatta et al.,1993b).

Como se mencioné mas arriba ANP ejerce un bloqueo maximo del 75 % sobre el influjo
de Ca®" voltaje-dependiente en los terminales hipotalamicos. Esto podria significar que, si
ANP tiene efecto sobre todos los terminales sinapticos de esta preparacion, el péptido no
produce un bloqueo total de la entrada de Ca’ estimulada por despolarizacion. Otra
posibilidad que resulta mas factible es que, como consecuencia de la heterogeneidad de
terminales en la preparacion, solo una porcion de los mismos posea receptores para ANP y
represente la poblacion de terminales capaces de ser modulados por este péptido
natriurético.

Considerando los resultados aqui presentados en conjunto con los efectos inhibitorios del
ANP sobre la liberacion de NA inducida por K, acetilcolina y angiotensina Il (Vatta et al.,
1992), podemos considerar la posibilidad de que el ANP inhibe la liberacion de NA mediante
una disminucion del influjo estimulado de Ca*' a los terminales sinapticos.

En células musculares cardiacas de rana, ANP inhibe el influjo de Ca®' a través de los
CCVD de tipo /. inducido por isoproterenol, interfiriendo con la via dependiente de cAMP
por la cual isoproterenol activa los CCVD de tipo /. (Gisbert y Fischmeister, 1988; Hassid
A., 1986)

Sin embargo, como fue aclarado anteriormente, no es tan simple la correlacion entre lo
observado a nivel de las mediciones del influjo de Ca”" a los terminales y las determinaciones
de la liberacion de neurotransmisor. En estudios realizados por Vatta y colaboradores
(comunicacion verbal), en los que se midi6 el efecto de distintos bloqueantes de los CCVD
sobre la liberacion de [’H]-NA en hipotalamo, se obtuvieron resultados distintos que los

observados con los bloqueantes sobre la captacion de Ca** Por ejemplo, 0-CgTx GVIA
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(1uM) no tiene efecto sobre la captacion de Ca®* estimulada con K* mientras que 100 nM de
la toxina produce una inhibicién del 40% sobre la liberacion de NA inducida por K' (en la
misma concentracion, 25 mM). En cambio, 100 nM de w-Aga 1VA produce un bloqueo del
80% del influjo estimulado de Ca®', mientras que inhibe s6lo un 40% de la liberacion de NA.
Una posible explicacion para estas discrepancias se surge de considerar las diferencias
que presentan las preparaciones de hipotalamo empleadas. Existen diferencias al analizar los
efectos de los bloqueantes sobre un comportamiento celular, como en este caso los
terminales sinaptico, que al realizar las determinaciones en pedazos de tejido donde la
integridad celular es mantenida y las mediciones representan lo ocurrido en toda la célula.
Por otro lado, estas observaciones también podrian estar relacionadas con la hipétesis
que propone la existencia de los microdominios en la concentracién de Ca®’ intracelular y
por las evidencias de una asociados espacial y funcionalmente entre los CCVD vy las

vesiculas sinapticas (ver /ntroduccion General).

El péptido atrial natriurético tipo C, CNP, a ninguna de las concentraciones probadas
ejerce algiin efecto sobre la captacion de Ca®’ estimulada en esta preparacion sinaptosomal.
Este resultado sugiere que la accion inhibitoria sobre el influjo de Ca® es ejercida
selectivamente por el péptido natriurético de tipo A. Ya ha sido mencionado en la
introduccion de este capitulo que, segun la afinidad relativa de los péptidos natriuréticos por
los distintos tipos de NPR, ANP es postulado como el ligando especifico para el NPR-A
mientras que CNP se une con alta afinidad al NPR-B.

En trabajos aun no publicados, Vatta y colaboradores observaron que CNP inhibe la
liberacion de NA en hipotalamo (comunicacién verbal). De acuerdo a lo observado en este
estudio, podriamos sugerir que los mecanismos por los cuales CNP afecta la
neurotransmision serian distintos a los ejercidos por ANP y no involucrarian alteraciones en
el influjo de Ca*' a través de los CCVD.

Los mecanismos de entrada de Ca>* que no dependen de cambios en el voltaje para su
activacion son los responsables de la captacion basal de Ca®” por el terminal nervioso y no

son afectados por ninguno de los péptidos natriuréticos. Esto indica que la modulacién que
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ejerce el ANP sobre la entrada de Ca’" al terminal es especificamente sobre un mecanismo
dependiente del voltaje.

Por otro lado, el influjo de Ca’ voltaje-dependiente a los terminales nerviosos de
hipotalamo es potentemente inhibido por o-Aga IVA, sugiriendo que los CCVD de tipo P/Q
estan involucrados en este proceso.

El inhibidor poco especifico de la enzima guanilato-ciclasa, azul de metileno (AM), no
produce per se efectos significativos sobre la captacion de Ca”* basal ni sobre la estimulada
en los terminales hipotalamicos. Esto sugiere que, al menos de una manera no detectable por
este método, la entrada de Ca” basal y la voltaje-dependiente, no estan siendo moduladas
tonicamente por algun proceso dependiente de cGMP.

Por otro lado, cuando se determiné el efecto conjunto de ANP y AM, se observo una
reversion en la inhibicion producida por el péptido natriurético sobre el influjo de Ca®
estimulado por despolarizacion. estos experimentos preliminares podrian seiialar la
participacion de una via dependiente de cGMP en la modulacion del influjo de Ca>" que
ejerce ANP. Sin embargo, se requiere el empleo de inhibidores mas especificos de la
guanilato ciclasa y de analogos de cGMP para la certera identificacion de las vias y segundos

mensajeros involucrados en este proceso.

Finalmente, podemos concluir que este estudio revela la accion moduladora de ANP
sobre la entrada de Ca®" a través de CCVD a los terminales nerviosos hipotalamicos. Asi,
podriamos sugerir que este péptido involucrado en la regulacion del balance hidrico y de
electrolitos que es sintetizado y liberado en el hipotalamo, podria llegar también a modular la

transmision sinaptica.
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Los canales de Ca®" voltaje-dependiente que estan localizados en los terminales sinapticos
cumplen una importante funcidn en la transmision sinaptica. Estas proteinas de membrana
permeables al Ca’" son el nexo entre dos eventos, el potencial de accion vy la liberacion de
neurotransmisor, que deben ser asociados para que la comunicacion entre las neuronas tenga
lugar.

El Ca® que entra a las neuronas a través de estos canales cumple el papel de segundo
mensajero desencadenando, de una manera aiun no bien comprendida, la fusiéon de la
membrana de las vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica y la consiguiente
liberacion de su contenido.

La identificacion de las propiedades, tanto farmacolégicas como biofisicas, de los
distintos tipos de CCVD vy el estudio de los procesos que modulan su actividad son de
crucial importancia para comprender los mecanismos que participan en la transmision
sinaptica.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis es la identificacion los tipos de CCVD
involucrados en la entrada de Ca®" a los terminales nerviosos del SNC de la rata y el pollo.
En segundo término, resultd de interés determinar el posible efecto modulador del
tratamiento con una droga convulsivante, que genera una activacion neuronal generalizada,
sobre las propiedades de los CCVD de los terminales nervioso. Por ultimo, en el tercer
capitulo, se analiz6 el efecto regulador del péptido atrial natriurético sobre la actividad de
los CCVD de los terminales nerviosos de hipotalamo.

Con estos objetivos, se realizaron mediciones de la captacion de *Ca’" estimulada por
agentes despolarizantes (K" y 3,4-DAP) en terminales nerviosos aislados a partir del SNC de
las distintas especies de vertebrados.

Como fue ya discutido en la Introduccion General, los terminales sinapticos son
compartimentos celulares poco accesibles para el estudio de las corrientes ionicas. Sin
embargo, esta técnica resultdé muy util para estudiar las caracteristicas de los CCVD
presentes en los terminales sinapticos.

Este trabajo revela que en el SNC de una especie de vertebrados mamiferos y en una

especie de vertebrados no mamiferos, los distintos tipos de CCVD que median el influjo de
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Ca’" a los terminales pueden ser discriminados por la sensibilidad a bloqueantes. Muchos de
estos bloqueantes son toxinas presentes en el veneno de invertebrados, la arafia Agelenopsis
aperta y los caracoles marinos de las especies de ('onus, que tienen por presas a especies
superiores.

En los terminales sinapticos de corteza frontal de rata, el influjo de Ca®" voltaje-
dependiente ocurre principalmente a través de CCVD de tipo P/Q), bloqueados por w-Aga
IVA y FTX. Contrariamente, en los terminales nerviosos del cerebro anterior del pollo, este
proceso es mediado por CCVD de alto umbral de activacion sensibles a ©-CgTx GVIA.

Sin embargo, el influjo de Ca®* a los terminales nerviosos de SNC del pollo también es
bloqueado, aunque parcialmente, por FTX, w-Aga IVA y w-CgTx MVIID; sugiriendo la
existencia de CCVD con caracteristicas farmacoldgicas no descritas anteriormente.

Estos resultados podrian evidenciar e! rumbo de la evolucion de los integrantes de la
familia de los CCVD que acompaiia el surgimiento de nuevas o mas especificas funciones en
el SNC de las distintas especies de vertebrados.

La evolucion de las propiedades de los CCVD involucra también la evolucion de los
mecanismos de modulacion que actian sobre los mismos. Como es ampliamente admitido, la
gran ventaja que presentan las sindpsis quimicas, tan abundantes en el SNC de vertebrados,
respecto de las sinapsis eléctricas, predominantes en el sistema nervioso de invertebrados, es
la mayor capacidad de modulacion de las sinapsis que se valen de sustancias quimicas.

La gran mayoria de los mecanismos descriptos de modulacion de la transmision sinaptica
que podrian involucrar regulacion de la actividad de los CCVD, son ejercidos por los
mismos neurotransmisores. Por otro lado, en los casos en los que se demostré la regulacion
de la actividad de los CCVD por accion de los neurotransmisores, estos mecanismos han
sido descriptos para las corrientes de Ca’  presentes en el soma neuronal y mediante el
agregado exdgenos de estas sustancias.

En el capitulo 2, describimos el estudio de los cambios en las propiedades de los CCVD
que podrian ser inducidos por una liberacion endogena de neurotransmisor provocada por
durante la convulsion. Para este estudio se trataron ratas con el acido 3-mercaptopropionico,

un droga convulsivante, en forma aguda y cronica.
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Observamos que las propiedades farmacologicas de los CCVD que participan del! influjo
de Ca®" a los terminales sinapticos no es modificada como consecuencia del tratamiento
agudo ni del tratamiento cronico con MP. Mas aun, tampoco fue afectada significativamente
la dependencia de la captacion de Ca® con la concentracion extracelular de KCI en los
animales tratados con MP, lo que podria sugerir que las caracteristicas de activacion de los
CCVD no son alteradas por el tratamiento.

Multiples hipotesis podrian explicar la falta de accion moduladora de los tratamientos con
MP sobre la actividad de los CCVD, y ya han sido discutidas en el capitulo correspondiente.
Sin embargo, resta resaltar la importancia de este estudio que analiza posible efectos
moduladores sobre los CCVD de los terminales sinapticas que ocurren en un contexto
fisiologico.

Los estudios descriptos en el capitulo 3, muestran que el péptido atral natriurético inhibe
potentemente y de manera dependiente de la concentracion la entrada de Ca’ voltaje-
dependiente (ICso= 2 nM) en los terminales nerviosos de hipotalamo. Los CCVD que
median el influjo de Ca®" a estos terminales son sensibles a @-Aga IVA, caracteristica de los
CCVD de tipo PQ.

Por otro lado, el efecto inhibitorio de ANP sobre el influjo de Ca’" voltaje-dependiente no
es reproducido por el péptido natriurético tipo C, y es revertido por la incubacién con azul
de metileno. Estas observaciones sugieren que el mecanismo por el cual ANP modula la
actividad de los CCVD es especifico para el péptido de tipo A y podria involucrar una via
dependiente del cGMP.

Ademas, estos resultados confirma que la preparacion de terminales nerviosos aislados y
la técnica de capatcion de “*Ca’” son herramientas muy utiles para el estudios de los
mecanismos que modulan la actividad de los CCVD.

Asi, este trabajo de tesis identifica los tipos CCVD a través de los cuales se genera la
entrada de Ca” voltaje-dependiente involucrada en la liberacion de neurotransmisor en el
SNC de vertebrados; y describe un mecanismo de modulacion de los CCVD en hipotalamo
de rata, que podrian aportar a la comprension de los efectos fisiologicos de ANP sobre el

SNC y de los mecanismos involucrados en el control de la volemia y la presion arterial.
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ABREVIATURAS

aa

AM

ANP

ATP

AV3V

cAMP

CCVD

cGMP

CNP

DHP

GTP

NA

NPR

NPR-A
NPR-B
NPR-C

PKA

PKC

PKG

SNC

o-Aga IVA
o-CgTx GVIA
®-CgTx MVIIC
o-CgTx MVIID

Abreviaturas

aminoacidos

azul de metileno

péptido atrial natriurético

adenosina trifosfato

region anteroventral del tercer ventriculo
adenosina monofosfato ciclico

canales de Ca®' voltaje-dependientes

guanosina monofosfato ciclico

péptido natriurético tipo C

dihidropinidinas

guanosina trifosfato

noradrenalina

receptores para los péptidos natriuréticos
receptores tipo A para los péptidos natriuréticos
receptores tipo B para los péptidos natriuréticos
receptores tipo C para los péptidos natriuréticos
proteina quinasa A

proteina quinasa C

proteina quinasa dependiente de cGMP

sistema nervioso central

o-Agatoxina IVA

o-Conotoxina GVIA

®-Conotoxina MVIIC

@-Conotoxina MVIID
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