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Introduccion

En el sistema nervioso central (SNC), la gran
mayoria de las sinapsis excitadoras usan ami-
noacidos como sustancias neurotransmisoras.
Los receptores que los aminoacidos excitadores
reconocen en la célula postsindptica no sélo me-
dian la transmisién normal de la informacién a
este nivel, sino que también participan en la ma-
duracién de las conexiones sinédpticas y en el
crecimiento y la estructuraciéon celular'?, ac-
tuando estos amino4cidos en este punto como
auténticos factores tréficos. Ademas, la activa-
cién de los receptores glutamatérgicos puede
conllevar la generacién de fendmenos plasticos
largamente duraderos como ocurre con la va-
riacién por el uso de la eficacia sindptica, indu-
cible précticamente de por vida. Este fenéme-
no estd considerado la base celular de los
procesos de aprendizaje®. No obstante, la so-
breexcitacion de ciertos receptores puede tam-
bién mediar la degeneracién neuronal y provo-
car la muerte celular. Esto significa que los
mismos mecanismos fisioldgicos, activados in-
apropiadamente, son suficientes para desenca-
denar la muerte de elementos neuronales, pa-
reciendo existir una frontera sutil entre la funcién
normal y la patologfa.

En los Gltimos afios ha tenido lugar un avance
considerable en el entendimiento de las propie-
dades de los receptores que posibilitan la trans-
duccién de la informacién en esas vias excita-
doras. En este sentido, parecen existir, al menos,
dos grandes familias de receptores con propie-
dades farmacolégicas y funcionales diferentes.
Una de ellas comprende los receptores que for-
man un canal iénico (receptores ionotrépicos),
definidos por la accién depolarizante de agonis-
tas selectivos: N-metil-D-aspartato (NMDA) y -
amino-3-hydroxi-5-metilisoxazol-4-propionato
(AMPA), aungue el receptor de AMPA también
puede ser activado por kainato*. Se ha podido
determinar que ambos receptores pueden coe-
xistir en la misma sinapsis*3. Un nuevo tipo de
receptor ionotrépico para el acido glutdmico es
un receptor ionotrépico insensible a AMPA, que

presenta desensibilizacién cuando se activa por
kainato, quiscualato y glutamato. Este receptor
ha sido descrito muy recientemente habiéndo-
se denominado receptor «kainato-selectivo». La
otra gran familia comprende receptores acopla-
dos a proteina G, cuya activacién provoca, en
unos casos, la hidrélisis de fosfoinositidos a 1P3
y diacilglicerol’ y, en otros, la modulacién de
los valores de cAMP82, Son los receptores de
quiscualato tipo B o de ACPD (receptores me-
tabotrépicos). Esta familia incluye lo que pare-
ce ser un autorreceptor de efecto inhibidor
presinaptico'®, el receptor de AP4, del que se
dispone de limitada informacién. En un tema en
continua evolucién, esta clasificacién puede ver-
se alterada a medida que el conocimiento so-
bre los receptores nativos progrese, teniendo en
cuenta las nociones aportadas en los Gltimos
afos por el estudic de los diferentes tipos de re-
ceptores recombinantes expresados en sistemas
de expresién exdgena.

Caracterizacion de los receptores
glutamatérgicos

El subtipo NMDA de receptor glutamatérgico
es un canal catiénico operado por ligando que
permite la permeacién de Na+, K+ y Ca?z+ y
que posee diversos lugares susceptibles de mo-
dulacién tanto por agentes endégenos como

*Debido a la falta de especificidad farmacoldgica
de los antagonistas disponibles hasta la fecha y a que
astos receptores son también activados por kainato,
los receptores de AMPA son cominmente referidos
como receptores de AMPA/kainato. La evidencia de
que existen receptores de glutamato que, siendo ac-
tivados por kainato de forma peculiar, no reconocen
AMPA (véase posteriormente) obliga a hacer una dis-
tincién entre receptores de AMPA y receptores de kai-
nato todavia no suficientemente universal. Por ello, en
el presente articulo denominaremos receptores de
AMPA a aquellos receptores que son activados
por AMPA, aunque también lo sean por kainato®.
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exogenos. Estos lugares se corresponden con
el sitio que reconoce al ligando endogeno, glu-
tamato; un lugar de alta afinidad para glicina®?,
que actla posibilitando la apertura del canal in-
ducida por el agonista'?’® y que es diferente
del receptor inhibidor de glicina, sensible a es-
tricnina; un sitio o sitios dentro de la luz del ca-
nal, donde el Mg?* y las fenciclidinas (PCPF, ke-
tamina, MK-801) se unen para producir el
bloqueo del canal una vez abierto, fendémeno de-
pendiente del potencial de membrana*’. Un
sitio adicional lo representa el lugar donde el
Zn?* actla para inhibir alostéricamente la res-
puesta a NMDA'®12 |gualmente, se ha descri-
to la sensibilidad del receptor de NMDA a la con-
centracién extracelular de H+2?1, asi como al
estado redox celular”. Mas recientemente, se
ha descrito la existencia de un lugar donde las
poliaminas enddgenas espermina y espermidi-
na se unirian para potenciar la respuesta a
NMDA?®*. Experimentos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que esta potencia-
cién se debe a un decremento del grado de de-
sensibilizacién del receptor de NMDA y que las
poliaminas reconocen un tugar situado en la
cara extracelular del receptor?®,

Los experimentos llevados a cabo durante los
ultimos anos con técnicas de biologia molecu-
lar han conducido a la clonacién de las subuni-
dades que deben conformar in vivo los recep-
tores para glutamato. Ello ha puesto de
manifiesto la existencia de varias subfamilias
de subunidades. Las multiples combinacio-
nes de estas subunidades en dosis todavia no
conocidas darfan lugar a la gran diversidad fun-
cional que los receptores de glutamato presen-
tan. En este sentido, es posible obtener recep-
tores funcionales de NMDA con propiedades
similares a las descritas con respuestas nativas
por ensamblaje heteromérico de dos tipos de
subunidades, la NR1% y cada una de las 4 sub-
unidades NR2 (NR2A-DY*. La subunidad NR1
aparece en siete formas diferentes generadas
por procesamiento diferencial de los ARN?/,
otorgando cada una de ellas al heterémero pro-
piedades farmacolégicas peculiares. lLa sub-
unidad NR1 es ubicua en el SNC mientras que
las NR2 poseen un caracter modulador, dado
que los receptores recombinantes de NMDA ad-
quieren caracteristicas funcionales diferentes de
acuerdo a la subunidad NR2 que se ensamble
con NR1%:28 Ademas, las subunidades NR2
presentan perfiles diferentes de expresién espa-
cial y temporal en el desarrollo, generando di-
versidad funcional en las distintas poblaciones
neuronales del SNC#.
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En términos de papel funcional, esta amplia-
mente reconocido que los receptores de AMPA
median la mayor parte de la transmision sinap-
tica excitadora de tipo rapido®. La familia de
los receptores AMPA comprende 4 subunidades
altamente homdlogas (GIuR1-4)%*, Estudios far-
macolégicos y electrofisiolégicos con receptores
recombinantes de AMPA expresados en lineas
celulares o en ococitos de Xenopus han demos-
trado que este receptor posee una alta afinidad
por AMPA y que este andlogo de glutamato de-
sencadena respuestas similares a las registra-
das en células pertenecientes al SNC*. |gual-
mente, han demostrado que este receptor, y el
canal idnico que forma, es activado por kainato
generando respuestas no desensibilizantes. La
falta de agonistas especificos hace dificultosa la
distincion funcional con otros receptores, lo que
ha llevado a cuestionar la existencia, por ejem-
plo, de receptores de kainato especificos y de
AMPA especificos en el SNC.

lgualmente, se ha propuesto que las familias
compuestas por KAl y KA2 y por GIuRb5, GIuR6
y GIuR7 representan las subunidades de los re-
ceptores de kainato de alta afinidad®3* y que
in vivo los distintos receptores podrian estar
compuestos por estas subunidades asociadas
de forma heteromérica. Sin embargo, y a pesar
de algunas evidencias autorradiogréficas y datos
de unidn de radioligandos®, la demostracién
de la existencia de este tipo de receptores en
forma funcional en membranas nativas ha sido
ardua. No obstante, muy recientemente, nuestro
laboratorio ha podido demostrar, utilizando técni-
cas de patch-clamp y perfusién répida, que un
alto porcentaje de neuronas hipocdmpicas en
cultivo expresan receptores de glutamato que
son selectivos para kainato®. Estos receptores
sufren una profunda y rdpida desensibilizacién
y, aungue son activados por glutamato, quiscua-
lato y domoato, no son sensibles a AMPA. Estos
resultados han provisto la primera evidencia
acerca de la existencia en células nerviosas de
receptores funcionales de este tipo, dando lugar
a la pregunta de cuél es su funcién en el SNC.

Canales idnicos activados por glutamato

Quizas uno de los resultados méas sorprenden-
tes que la expresién y la caracterizacion de las
distintas subunidades han proporcionado es la
constatacion de que el receptor de AMPA, en
determinadas configuraciones, muestra una lla-
mativa permeabilidad a Ca®+3%¥, Era universal-
mente aceptado gque el incremento citoplasma-
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transmembrana (zona
sombreada) de varias

subunidades. Se pos-

tula que este segmento forma parte de fa pared del canal ionico. En algunas subunidades, como GluR-B, GluR-5
y GIuR-6, el «sitfo Q/R» presente en el segundo segmento transmembrana (sombreado claro) puede estar ocupa-
do por glutamina (Q) o arginina (R) debido a fendmenos de editaje del ARNm. En cerebro de rata se ha compro-
bado que mientras gue practicamente el 100% del ARNm que codifica para GIuUR-B se encuentra editado (posee
un codon para R), solo el 30% del ARNm para GIuR-5 presenta un coddn editado, porcentaje que es aproxima-
damente del 75% en el caso de GIluR-6%., En las subunidades del receptor de NMDA (NR-1, NR-2A, -2B, -2C
¥ -2D) la posicion homdloga al sitio Q/R estd ocupada por una asparragina (N). Este sitio es critico en todas las
subunidades y determina en gran medida la permeabilidad idnica del canal.

tico de Ca?* en respuesta a glutamato se debia
a la apertura de receptores de NMDA, o a la ac-
tivacion de canales de Ca?- dependientes de
voltaje en respuesta a |z despolarizacion que el
glutamato provoca. Los estudios de biologia mo-
lecular han demostrado que se pueden obtener
diversos tipos de receptores funcionales de
AMPA por combinaciones de las subunidades
GIuR-A, -B, -C y -D (también denominadas
GIURI-4)** (fig, 1). La expresidn de estas sub-
unidades ha puesto de manifiesto que el Ca?+
puede permear aquellas formaciones homomé-
ricas o heteroméricas que carecen en su com-
posicién de la subunidad GIUR-B*:%, Otro he-
cho flamativo es que en ausencia de GIUR-B, las
corrientes mediadas por los receptores de AMPA
presentan una matcada rectificacién en direc-
cidn entrante. Por el contrario, receptores que
poseen la subunidad GIuR-B en su compaosicion
carecen de rectificacion entrante y no presen-
tan permeabilidad al Ca?+3. Estos resultados
indican que la presencia de GIuR-B determina
tanto el comportamiento voltaje-dependiente del
heterdmero como la permeabilidad al Ca2+ del
canal funcional. Experimentos de mutagénesis
dirigida han demostrado que el responsable de

este comportamiento es un dnico aminoacido
situado en ¢l segundo segmento transmembra-
na y que se origina por editaje de] ARNmM2.40,
En la subunidad GIuR-B, este residuo es argi-
nina (R), mientras que en los GIUR-A, -C y -D,
este puesto estd ocupado por glutamina (Q)
(fig. 1). Este sitio, denominado «Q/R», es criti-
co en el funcionamiento de todos los canales
operados por glutamato ya que en todas las
subunidades de los receptores de NMDA el
aminoécido presente en el lugar homélogo,
una asparragina, controla igualmente la per-
meabilidad del canal al Ca** y el blogueo por
el Mga+-.

Dada la importancia que la existencia o no de
esta via de entrada del Ca2+ a través de los re-
ceptores de AMPA puede tener en la funcién
neuronal y lo que de ello se pudiera derivar en
términos de participacién en fendmenos plasti-
cos y/0 excitotéxicos, decidimas examinar la for-
ma de las relaciones corriente-voltaje (I/V) y eva-
luar la permeabiiidad al Ca®+ de los receptores
de AMPA expresados por las células hipocam-
picas en cultive (fig. 2). Estos resultados se ex-
tendieron a nauronas hipocémpicas, disociadas
agudamente a partir de individuos jévenes, que
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Ca’+). EI protocolo seguido fue el siguiente: el potencial de membrana se varié desde -90 hasta +90 mV en pa-
sos de 20 mV. El potencial de reposo entre pulsos fue de -60 mV. Se aplico Kainato a concentracidn constante
durante 0,6 s (barra horizontal} en cada valor de potencial. £n fa parte inferior de cada caso se muestra la rela-
cion 17V, calculada tras la sustraccion de la corriente de pérdida correspondiente. Las lineas son polinomios de
segundo (A y C) o cuarto (B) orden ajustados a los valores de amplitud. Las respuestas inducidas por kainato,
actuando sobre los receptores de AMFA, pueden ser clasificadas en rectificadoras en sentido saliente y no per-
meables a Ca®* (A), rectificadores en sentiac entranite y permeables a Ca?* (B) y aproximadamente lineales, con
baja, aungue no despreciable, permeabilidad a Ca’+. La razén de permeabilidad P.?*/ P, calculadas segun
la ecuacion de campo constante, esta indicada en cada célula. Tomada de Lerma et al*®.

al conservar la polaridad estructural nos permi-
tieron estudiar la distribucién topoldgica de los
receptores en el eje somatodendritico. Los re-
ceptores de AMPA se activaron con kainato,
puesto que este agonista no desensibiliza dichos
receptores, permitiendo estudiar ias corrientes
en condiciones estacionarias. Con este estu-
dio*? se demostrdé que, aunque la mayoria
(52,2%) de las células en cultivo expresan recep-
tores de AMPA que carecen de permeabilidad
a Ca?+ (fig. 2A), existe un nuimero significativo
de neuronas en las que la activacion de estos
receptores puede contlevar una entrada ce
Ca?* muy sustancial. De este dltimo grupo
hay que distinguir un pequefio porcentaje
(6,6%) gue presentan respuestas a kainato con
una clara permeabilidad al Ca?* (Pc../
P =0,9) (fig. 2B). No obstante, no se encon-
traron permeabilidades al Ca2+ tan altas como
las descritas para receptores de AMPA recom-
binantes y, en todo caso, fueron menores que
las estimadas en las mismas condiciones para
los receptores de NMDA (Pg,,./Pe., =5,8). Las
células que mostraron mayor permeabilidad al
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Ca?+ presentaron una relacion 1/V con rectifica-
cién entrante, aungue no completa. El 41% de
las células estudiadas presentaron una curva I/V
aproximadamente lineal y una permeabilidad al
Ca2?+ baja, aunque no despreciable (Pe..,/
Pee, =0,18) (fig. 2C). En tado caso, se pudo
comprobar la existencia de una correlacién en-
tre el grado de rectificacién entrante y el grado
de permeabilidad al Ca?*.

Esto lleva a la conclusién de que las células
hipocampicas deben expresar los dos tipos de
receptor de AMPA con propledades de rectifi-
cacion opuestas y, per consiguiente, con baja
y alta permeabilidad al Ca?+. Ello haria posible
la existencia de rectificacidén incompleta en las
curvas /v, asi como una permeabilidad al Ca?-
graduada a nivel celular a través de los recep-
tores de AMPA.

Aunque la existencia de subunidades de re-
ceplores de AMPA alin desconocidas no se pue-
de descartar, esta Ultima conclusién es especial-
mente atractiva puesto que implica que
receptores de AMPA permeables y no permea-
bles a Ca?+ (es decir, que contienen y que ca-
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Fig. 3. Modelado de las relaciones 1/V de jos receptores de AMPA. A: relaciones I/V en 2 células prototipicas
que muestran rectificacion entrante (circulos) o saliente (triangulos). Los puntos representan los valores normali-
zados de corriente inducidos por kainato a cada valor de potencial de membrana. Las lineas representan un poli-
nomio de cuarto grado (rectificacion entrante) o de segundo grado (rectificacion saliente) ajustado a los valores
obtenidos en esas células. Estos polinomios fueron:

Entrante=8,795x10°x*+1,073 x 10-% x3 - 7,167x10° x*+9,306 x 10~* x

Saliente=4,867 »x 10-° x?+1,512 x 102 x

Los valores de corriente, obtenidos experimentalmente en 41 céluias que mostraban caracteristicas mixtas, se
afustaron en cada caso con la funcion resultante de la suma de Jos polinomios indicados:

le{Entrante)+Oe(Saliente) + offset

donde| y Q representan las amplitudes de cada funcidén polindmica, y fueron los tnicos parametros (mas el off-
set) que dejaron fluctuar libremente durante el proceso de ajuste. B y C muestran resultados representativos de
ajustes en 2 células de caracteristicas muy distintas. Los puntos son datos experimentales; las lineas representan
el resultado del ajuste. La razon de permeabilidad Ca®+ /Cs*, asi como la razén de las amplitudes de cada poii-
nomio (1/0), estén indicadas en cada caso. D: correlacién entre la razon de los componentes de entrada y salida
estimados por ajuste y el grado de permeabilidad a Ca?+, medido para cada una de las células (n=41). Se re-
presentan tanto ia linea de regresion como el intervalo de confianza al 90% (ineas discontinuas). r es ef coeficien-
te de correfacion, que fue significativo al 99%. Tomado de Lerma et af”.

recen de GIUR-B editada) coexisten en la mis-
ma célula en mayor o menor proporcién. Para
comprobar esta hipbtesis se modeld la voltaje-
dependencia de los receptores de AMPA per-
meables al Ca?+ mediante un polinomio de
cuarto grado, que ajustd y representé perfecta-
mente la curva |/V de las respuestas mediadas
por los receptores de AMPA en una célula que
presentd una fuerte rectificacion entrante, Esta

funcién, asi calculada, se tomé como protot(pi-
ca de los canales de AMPA permeables al
Ca?+. Un polinomic de segundo grado, ajusta-
do a una relacioén I/V con cierta rectificacion sa-
liente, sirvié para representar adecuadamente
la curvatura de la relacién 1/V que tipicamente
presentan |0s receptores no permeables al
Ca?+ (fig. 3A). Si ambos tipos de receptor co-
existen en la misma célula y si para cada valor
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de Vm su activacién contribuye igualmente a la
corriente total, la relacion 17V para esa cé ula pc-
dria ser calculada por la suma ponderada de
las funciones que explican el comportamiento
de cada tipo de receptor. Las figuras 3B y 3C
exponen el resultado de ajustar la suma de los
2 polinomies, calculados previamente, a los pun-
tos obtenidos experimentalmente en 2 czsos ex-
tremos. Los Unicos parametros libres en el ajuste
fueron las amplitudes de cada funcidn poling-
mica. Como puede verse, con este modelo es
posible explicar relaciones 1/V muy dispares,
considerando Unicamente la presencia -elativa
de cada componente. Esta fue cuantificada
como la razén entre las amplitudes estimadas
que definieron el componente rectificador de en-
trada y el de salida. Una comprobacion ulterior
de aste modelo podria venir dada por la exis-
tencia de correlacién entre el grado de permea-
bilidad al Ca?*, medido previamerte en cada
una de las células analizadas, con la razén de
las amplitudes estimadas para cada componen-
te siguiendo el modelo. Efectivamente, la razon
de amplitudes de los respectivos polinomios es-
tuvo bien correlacionada con el grado de per-
meabilidad al Ca”', medido come la razén de
permeabilidades Ca2-/Cs* (fig. 3D). Este mo-
delo tan simple demuestra que la rectificacion
graduada de las corrientes mediadas por acti-
vacidn de los receptores de AMPA es posible si
receptores de uno y otro tipo son expresados por
la misma célula. lgualmente, la existencia de po-
blaciones celulares que, teniendo una relacién
I/V lineal muestran una entrada sustancial
de Ca?' cuando se activan los receptores de
AMPA, es posible. En este sentido, se han des-
crito acumulaciones relevantes de Ca?+ tras la
activacior de receptores de AMPA en células
que presentaron una relacion I/V practicamen-
te lineal*“5. De acuerdo a estas consideracio-
nes, podemos afirmar que una permeabilidad
celular relativamente baja al Ca®* cuando se
activan los receptores de AMPA no significa la
existencia de receptores de AMPA parcialmen-
te permeabies al Ca?+, sino que s6lo unos po-
cos receptores de AMPA de los expresados per
esa célula son permeables al Ca?«.

Lz entrada de Ca? a través de los recepto-
res de AMPA puede tener un gran significado
funcional, particularmente alli donde lcs recep-
{ores de NMDA estén pobremente representa-
dos. Se ha demostrado recientemente gue si-
napsis carentes de receptores de NMDA
presentan receptores de AMPA capaces de pa-
sar corriente sélo en direccién entrante {rectifi-
cadores)®. Estos receptores, como se acaba
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de argumentar, deben ser permeables al Ca?+.
Aungue el ARNm para la subunidad GIuR-B se
colocaliza con ARNm codificantes para otras
subunidades en la mayoria de las células
hipocdmpicas®, la coexistencia de receptores
de AMPA permeables y no permeables a Ca?+
puede ser un fenémeno ampliamente extendi-
do. Por ejemplo, las células de Purkinje mues-
fran una entrada de Ca?' sustancial por activa-
cién de los receptores de AMPA, a pesar de que
expresan grandes cantidades de ARNm para
GluR-B*. Aungue todavia no suficientemente
valorado, las neuronas gue expresen receptores
de AMPA permeables al Ca’+ deben ser parti-
cularmente vulnerables a glutamato. Como fa ex-
presion de las diferentes subunidades que cons-
tituyen los receptores varia con el tiempo#=0, el
grado de susceptibilidad excitotdxica para dife-
rentes pob aciones neuranales puede igualmen-
te variar, ccasionandc que ciertas areas cere-
brales sean mas o menos susceptibles a los
fendmenos excitotoxicos durante fases particu-
lares del desarrollo.

Conclusiones

En resumen, los receptores para los aminoaci-
dos excitadores, principalmente glutamato, no
sélo median la transmisién sindptica normal,
sinc que también participan en diversos fenéme-
nos fisioldgicos e igualmente son los responsa-
bles de numerosos procesos neurodegenerati-
vos. Por ello, el estudio de los receptores para
los aminoécidos excitadores y el desarrollo de
antagonistas que pudieran prevenir el dano exci-
totdxico es, en la actualidad, una de las areas
mas activas de la neurobiologfe tanto bésica
como clinica. El conocimiento de la farmacolo-
gla, la biofisica y los sitios de modulacion de los
receptores de glutamato es esencial para el de-
sarrclio de farmacos especificamente dirigidos a
influenciar y controlar su actividad, en la esperan-
za de que disminuyendo la estimulacion excesiva
y prclongada de Ios receptores de glutamato se
atenuara lz neurodegeneracion gue conllevan.
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W. Buro: Usted ha realizado experimentos to-

J

)

mando tan sélo el calcio o el sodio como ion
permeable. Quisiera preguntarle si existe al-
guna interaccion cuando se colocan sodio y
calcio juntos como iones permeables. Si exis-
te interaccion el modelo no va a “uncicnar, ob-
viamente, ya que es un modelc lineal de suma
de ajustes.

. LERmA: Existe, efectivamente, interaccién ya

que se ha descrito gue el calcio ologuea el re-
ceptor, o el canal de AMPA —y nosotros lo he-
mos comprobado también con el canal de
kainato— o que s extensible también al ca-
ral de NMDA. A la vez que perraa, €l ca cio
b ogJea la corriente de sodio. En nuestre mo-
delo no heres Ltilizedo 2 iones a la vez a la
hora de determinar el graco ce permeabilided

I
&

a calcio o la razén de permeabilidades cal-
cio/cesio, porgue es absclutamente necesa-
rio asumir condiciones bidnicas para poder de-
terminar el grado de permeabilidad del calcio
con fiabilidad. La presencia de 2 iones per-
meantes crea confusién y complica tremen-
damente fas estimaciones.

B. Sorin: ;Sabe si el magnesio citesolico ce-

sempefa algiin papel en los procesos de rec-
tificacion que ha observado?

J. Lerma: Los registros se realizan en presencia

de magnesio interno pero en su ausencia apa-
rece tambk’'ér racificacion entrante. Aparen-
temarte hay dos procascs de rectificacion,
uno de rectificacion saliente y € 0 se debe a
una voliziedependencia de la desensibiliza-
zién exclusivamente. Si se suprime la desen-
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sibilizacién con ciclotiacida no hay rectificacién
saliente. Pero la rectificacién entrante sf que
puede tener un origen iénico aun cuando no
sea el magnesio. Este es un hecho que esté
siendo objeto de debate.

B. Soria: En una de las diapositivas mostraba
que el diazdxido afecta al sistema. Es una sus-
tancia que abre canales de potasio. ;El efec-
to que esta mostrando es un efecto directo so-
bre el receptor o es un efecto a través de
cambios del potencial de membrana?

J. LErma: En nuestro grupo no hemos trabaja-
do con diazdxido. Fue la segunda sustancia
después del aniracetam que se probd y sirvié
para demostrar que el receptor de AMPA te-
nfa un lugar de modulacién alostérica. Traba-
jamos con ciclotiacida, que tiene los mismos
efectos ya que es un diurético y su estructura
es muy parecida, son benzotiadiacinas. No sé
a qué concentraciones actla sobre 10s cana-
les de potasio, sobre los canales de AMPA ac-
tla a concentraciones muy bajas del orden mi-
cromolar.

J. Lorez BARNEO: Querria volver a la interrela-
cién sodio-calcio. En todas las curvas I/V que
ha mostrado antes utilizaba soluciones con so-
dio (libres de calcio), o bien de calcio (libres
de sodio). ¢ Existen diferencias entre las cur-
vas |/V de los receptores AMPA permeables
y no permeables al calcio, si se utilizan con-
centraciones fisiolégicas de estos iones? Por
ejemplo, 140 mM de sodio vy 2,5 mM de
calcio.

J. Lerva: No, a nivel macroscépico de célula
completa, Es posible que exista a nivel micros-
cépico, me refiero en términos de curva I/V
de canal unico.

J. Lorez BARNEO: Quisiera referirme a sus traba-
jos y a los de otros autores, que muestran que
el receptor AMPA es permeable a calcio, ¢ po-
drfa hacer un comentario sobre su posible lo-
calizacién dentro de una neurona?, ;esta dis-
tribuido uniformemente o cree que hay una
distribucién no uniforme en el soma, dendri-
tas primarias y arbol dendritico?

J. LErmA: Esta cuestién nos la planteamos al ob-
servar estos resultados, y realizamos registros
en células de hipocampo disociadas aguda-
mente de animales poshatales, es decir, que
mantienen la polaridad en el sentido que el
soma es soma vy la dendrita apical es la den-
drita apical. Mediante perfusién localizada de
la membrana neuronal a nivel del soma o a
nivel de la dendrita proximal, o de la dendrita
apical pudimos comprobar que en el soma
hay menos rectificacién que en la dendrita

proximal, y en la dendrita proximal més que
en el somay en la dendrita apical, por lo que a
partir de la correlacién, grado de permeabili-
dad-grado de rectificacion, se puede inferir
que en la dendrita proximal existen mas re-
ceptores permeables a calcio que en el soma,
0 que en la dendrita apical. Por tanto, sl que
hay una localizacién, una topologia a lo largo
del eje somatodendritico.

J.E. Esaquerpa: En este contexto yo quisiera pre-

guntar si alguien ha hecho la correlacién en-
tre la presencia de receptores AMPA permea-
bles a calcio y la capacidad del AMPA para
producir fenémenos de excitotoxicidad.

J. Lerma: Las células de Purkinje que no expre-
san NMDA muestran una gran sensibilidad ex-
citotdxica a AMPA. En presencia de glutdmico
la célula de Purkinje muere y esa muerte es in-
ducida a través de receptores de AMPA, Antes
de conocer que el receptor de AMPA era per-
meable a calcio se creia que la toxicidad se
debia a fendmenaos osmoticos o a la activacion
de canales de calcio voltajedependientes, pero
obviamente se trata de un efecto calciodepen-
diente, y es antagonizado por antagonistas de
los receptores de AMPA.

M. Criapo: Usted ha presentado unas células
que en un determinado porcentaje tienen
unos receptores con unas caracterfsticas. ¢Es
posible que durante el tiempo de cultivo de
las células estos porcentajes se modifiquen?

J. Lerma: Es una buena pregunta. Al realizar
cultivos se estan seleccionando unas células
que crecen bien y no se tiene en cuenta las
células que crecen mal. Sin embargo, el por-
centaje de células permeables a calcio o con
rectificacién de entrada en cultivos neurona-
les realizados a partir de embriones fue muy
parecido al porcentaje de células con rectifi-
cacién de entrada encontradas en céiulas pos-
natales disociadas agudamente.

J. TamarGo: Mi pregunta estd relacionada con
la que antes formuld el Dr. Soria; usted estd
observando el efecto de diazéxido que dismi-
nuye conductancia potasio y estd observan-
do el efecto de ciclotiacida, que al menos en
las preparaciones que manejo también mo-
difica en el mismo sentido fa polaridad celu-
lar porgue inhibe la conductancia calcio a tra-
vés de canales L y T. Mi pregunta es: ;tiene
alguna forma de decirme qué conductancia
modifican en esa preparacién?

J. Lerma: No vemos el efecto de estos farmacos
saobre otros canales gue no sean los canales
de AMPA ya que trabajamos en condiciones
de fijacién de voltaje. Por tanto, no hay acti-
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vacion de canales voliajedependientes, apar-
te de los que estén activos en el potencial de
membrana en reposo; ademas, si hubiera ca-
nales de potasio activos al potencial de mem-
branas en reposo, los tendriamos blogueadas
mediante el cesio afiadido dentro de la célu-
la. Unicamente observamos corriente de
AMPA al poner AMPA. Par todo elfo, no hay
ringuna contaminacion en lo gue se refiere a
la accion de ciclotiacida por activacion o des-
activacion de otros canales.

V. Cena: Cuando se cultivan neuronas u otro
tipo de células se producen muchos fenome-
nos de desensibilizacién que pueder modifi-
car la distribucion de receptores. En el caso
del hipocampo una posibilidad de prevenir
este efecto es realizar experimentos en roda-
jas, la pregunta es: ;han hecho exgerimen-
tos en rodajas de hipocampo? vy, si la respues-
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ta es afirmativa, ;obtienen los mismos resul-
tados?

J. Lerma: Nosotros no, pero otros grupos han

llevado a cabo experimentos tratando de co-
rrelacionar las curvas 1/V con la permeabili-
dad calcio. El resultado que han obtenido ha
sido absolutamente negativo, no han encon-
trado permeabilidad del calcio ni rectificacion
entrante en parches tomados del soma. Sin
emoargo, ya he sefialado que en el soma hay
menos receptores permeables al calcio que
en la dendrita, lo que podrfa ser la causa.

B. Soria: En relacién con la pregunta anterior,
si estas sustancias actuan directamente sobre
el receptor, ;ha revisado si hay trozos de se-
cuencias homdlogas entre sste receptar y o
que se sabe de canales de potasio?

J. Lerma: No, es un aspecto muy reciente.





