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Introduccion

Los cincuenta mil millones de neuronas de nuestra corteza cerebral ofrecen
una cantidad astrondmica de posibilidades de formacién de complejas redes
de comunicacién. Las areas de asociacion corticales reciben informacion de
areas sensoriales cuya elaboracién genera, seguramente, actividades tan
importantes como el pensamiento abstracto, la memoria y la conciencia.
También se supervisan en la corteza cerebral aquellas funciones reguladas
por el sistema nervioso auténomo, integrando funciones sométicas y vegeta-
tivas, incluyendo el control de los sistemas gastrointestinal y cardiovascular.

La combinacién de poderosas técnicas electrofisiolégicas y de imagen con
otras de biologia molecular, y el uso de potentes neurofdrmacos y neurotoxi-
nas altamente selectivas, ha permitido un avance espectacular en la com-
prension de la quimica, la fisiologia y la morfologia del sistema nervioso, asi
como de las enfermedades neuropsiquiatricas. Desde que Ramoén y Cajal
descubriera que el cerebro no era una red continua, sino que cada neurona
era un elemento individual con vida propia, que se comunicaba con otras
neuronas por contacto en las zonas denominadas por Sherrington sinapsis,
gran parte de los esfuerzos investigadores se han canalizado hacia la com-
prension de las bases moleculares en las que se sustenta la transmision de
informacion a través de esas uniones interneuronales.

En este articulo nos proponemos actualizar los aspectos relacionados con
los neurotransmisores monoaminérgicos y peptidérgicos y con el neuromo-
dulador éxido nitrico. También haremos hincapié en facetas relacionadas
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con la homeostasia neuronal del cation calcio (Ca*) y el proceso exocitotico
gue conduce a la rapida liberacidon de neurotransmisores, base del lenguaje
guimico y eléctrico que permite al sistema nervioso controlar el funciona-
miento armonico de nuestro organismo y la comunicacion fisica, emocional
e intelectual con nuestro entorno. Finalmente, tomando como fondo este
esquema sinaptico, definiremos las dianas que podrian servir para desarro-
llar nuevas medicaciones con utilidad terapéutica en la enfermedad de Alz-
heimer y en otras enfermedades neurodegenerativas.

Monoaminas y sus receptores

La primera monoamina que se gano el puesto de neurotransmisor, de la
mano de Otto Loewi, en 1921, fue la acetilcolina. A ella le sigui6 la noradre-
nalina y a ésta la dopamina, adrenalina, histamina, 5-hidroxitriptamina (5-
HT, serotonina), glicina, glutamato, aspartato, GABA y otras mas dudosas
(por ejemplo, la octopamina, el ATP o la feniletilamina). Los criterios de Sir
Henry Dale, para atribuir una accion como neurotransmisor a una determi-
nada molécula, se cumplen para la mayoria de ellas. Asi, las monoaminas se
han localizado en distintos ndcleos cerebrales y en tejidos periféricos inerva-
dos por neuronas colinérgicas, adrenérgicas o purinérgicas. También se han
identificado las enzimas responsables de su sintesis y degradacion, asi como
distintos tipos de vesiculas sinpticas (de nucleo denso, de nucleo claro) que
almacenan los diferentes neurotransmisores, en compariia de otros posibles
co-transmisores (ATP, neuropéptidos). Por otra parte, se han caracterizado y
clonado transportadores especificos para noradrenalina, dopamina, 5-HT y
otros neurotransmisores, que permiten la recaptacion rapida de las monoa-
minas bien en las terminaciones nerviosas presinapticas, bien en células
postsindpticas, o incluso en la glia (Fig. 1). Se ha demostrado hasta la sacie-
dad, tanto in vitro (sinaptosomas, rodajas de cerebro, células catecolaminér-
gicas como las cromafines de la suprarrenal, neuronas en cultivo) como in
vivo (dializado intracerebroventricular de liquido cefalorraquideo, microper-
fusion de nucleos cerebrales, implantacion de microelectrodos de carbono y
voltametria ciclica) que distintos estimulos despolarizantes (estimulacion
eléctrica, elevacion de la concentracion extracelular de K*) desencadenan la
liberacion de los distintos neurotransmisores y co-transmisores por exocito-
sis (Fig. 2). Este mecanismo consiste en la fusion de las membranas vesicular
y plasmética, y posee un requisito obligatorio, la entrada de Ca* desde la
hendidura sinaptica a la terminacion nerviosa via canales de Ca* dependien-
tes de voltaje. Con ello se logra la brusca elevacion de la concentracion cito-
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Figura 1l

Esquema de una sinapsis en la que pueden apreciarse los elementos estructurales y moleculares
que participan en el proceso de transmision de informacion entre los elementos pre- y postsi-
népticos En la terminacion presinaptica n renresentados los elementos de transporte axo-
plasmico de vesiculas sinapticas (1), las vesiculas que almacenan el neurotransmisor (2), el
proceso de su liberacion (3), y su recaptacion posterior tanto en el elemento presinaptico (4)
como en la glia (5). Aparecen también representado los receptores pre- (6) y postsinapticos (7)
sobre los que actta el neurotansmisor.

Receptores *&J WES/ Q Célula
postsinapticos 4 postsinaptica

Figura 2

Esquema que representa la liberacion de neurotransmisores por exocitosis, y su exquisita
dependencia de la entrada de Ca* extracelular, al espacio intraneuronal, via canales de Ca*
dependientes de voltaje.
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solica del catidén en lugares inmediatamente adyacentes a los sitios activos en
los que acontece el proceso secretor. Los neurotransmisores liberados en la
hendidura sinaptica transmiten la informacién de que son portadores unién-
dose con afinidad elevada a receptores pre- y postsinapticos, cuya diversi-
dad creciente constituye uno de los hechos mas llamativos de la quimica y
farmacologia del cerebro de la Gltima década. La combinacidn de técnicas de
genética molecular, de union de radioligandos, de "patch-clamp”, unido al
uso creciente de farmacos agonistas y antagonistas cada vez mas selectivos,
ha permitido identificar con claridad subtipos de receptores para noradrena-
lina (a1, a2, bs, b2), acetilcolina (muscarinicos Mi:, M., Ms;, M4, Ms; nicotinicos
neuronales y neuromusculares), dopamina (D:, D, Ds, D+, Ds), GABA
(GABAA, GABA:s), glutamato (N-metil-D-aspartato o NMDA, Kainato) o
serotonina. Para este ultimo neurotransmisor se habian clonado a finales de
1994 hasta 16 tipos diferentes de receptores. La mayoria de ellos (familias 5-
HT., 5-HT,, 5-HT,, 5-HT;s, 5-HTs y 5-HT:) pertenecen a la macrofamilia de
receptores acoplados a proteinas G; el receptor 5-HTs es el Unico subtipo que
se encuentra asociado a un canal i6nico (Peroutka, 1995).

Neuropéptidos y sus receptores

Tras la euforia que siguié al descubrimiento en los afios 70 de las encefalinas,
hoy ya son 50 los neuropéptidos candidatos para servir de neurotransmiso-
res o neuromoduladores (Iversen, 1995). En realidad, esta diversidad se pro-
duce por el hecho de la existencia de familias de péptidos, por ejemplo, el
caso de encefalinas, endorfinas y dinorfinas (familia de opiaceos), del pép-
tido intestinal vasoactivo (VIP; familia de las secretinas), o de la sustancia P
(familia de las neuroquininas).

El descubrimiento de nuevos péptidos condujo al de los receptores que
los reconocen. Por ejemplo, los opidceos reconocen los receptores |, 0y K, la
sustancia P y otras neuroquininas los NK:, NK: y NKs. La genética molecular
llevd a la confirmacion de esta heterogeneidad receptorial, establecida pre-
viamente siguiendo criterios farmacolégicos. Es més, pronto se constatd que
la diversidad receptorial era impresionante; como prueba de ello basta rese-
fiar la identificacién de hasta cinco subtipos de receptores para la somatosta-
tina. En los altimos afios se han clonado y secuenciado al menos una
veintena de genes que expresan receptores para distintos neuropéptidos.

Un aspecto interesante de los neuropéptidos es que conviven con frecuen-
cia con neurotransmisores monoaminérgicos (Hokfelt y col., 1980). También
se ha demostrado la coexistencia de varios neuropéptidos entre si; el caso
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extremo lo representan ciertas neuronas entéricas en las que la acetilcolina
coexiste con seis 0 méas neuropéptidos distintos. Son clasicas ya la coexisten-
cia en el sistema nervioso autébnomo de noradrenalina y neuropéptido Y, y
de acetilcolina con VIP.

Por otra parte, los sistemas peptidérgicos se han relacionado con mecanismos
gue controlan la respuesta al estrés, la conducta sexual, la ingesta, el dolor, el
aprendizaje y la memoria (Terenius, 1992; Glue y col., 1993; Kovacs y De Wied,
1994). Desde la 6ptica farmacoterapica cabe destacar el descubrimiento de molé-
culas no peptidicas de bajo peso molecular, que se comportan como antagonis-
tas selectivos de receptores para neuropéptidos. Tal ocurrié con moléculas que
bloquean selectivamente los receptores de la familia colecistoquinina-gastrina, y
otras para los receptores de neuroquininas, neurotensina, vasopresina, oxito-
cina, endotelina y angiotensina. El hecho de que muchas de estas moléculas
atraviesen la barrera hematoencefalica las convierte en herramientas Utiles para
explorar las funciones de distintos neuropéptidos a nivel cerebral. Sin embargo,
los resultados obtenidos no son alentadores. Por ejemplo, el antagonista opiaceo
naloxona posee escasos efectos en animales o en el hombre sano. Tampoco se
observan efectos claros de los antagonistas de neuroquininas o colecistoquinina
cuando se administran a animales de laboratorio aunque, obviamente, bloquean
las respuestas producidas por los heuropéptidos agonistas. Asi, los antagonistas
de receptores para colecistoquinina bloquean los efectos sobre saciedad de la
colecistoquinina y el cuadro de panico que inducen en el hombre la inyeccion de
colecistoquinina o pentagastrina. Por otra parte, los antagonistas de receptores
para neuroquininas bloquean la salivacion inducida por la sustancia P o la
hipermotilidad producida por la administracion central de neuroquininas. Qui-
z4s los mecanismos de control por neuropéptidos poseen un tono basal bajo, y
solo se activen en situaciones especiales. Los laboratorios farmacéuticos conti-
ndan buscando aplicaciones terapéuticas para algunos de los antagonistas y
agonistas de receptores neuropeptidicos.

AUn quedan muchas incognitas por despejar en este campo. Por ejemplo
(cudntos neuropéptidos y cuantos receptores quedan por descubrir? ;Cual
es el papel fisioldgico de cada uno de ellos? ;Cual su mecanismo de accién?.
En el caso de la sustancia P, todavia esta por definir si actia como un neuro-
transmisor o més bien como un neuromodulador a nivel de neuronas senso-
riales primarias en la médula espinal. Lo que si se sabe es que todos los
receptores para neuropéptidos descritos hasta el momento son miembros de
la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Ello sugiere que los
neuropéptidos no activan o inhiben, directamente, la excitabilidad neuronal
sino que mas bien alteran la sensibilidad de las neuronas a otras aferencias;
es decir, actuarian como moduladores de la transmision sinéptica.
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Oxido nitrico

A raiz de un hallazgo accidental en 1978, a saber, que las preparaciones de
aorta toracica de conejo, cuyo endotelio habia sido dafiado casualmente, per-
dian su respuesta relajante a la acetilcolina, Robert F. Furchgott descubri6 el
EDRF ("Endothelium-Derived Relaxing Factor") (Furchgott y Zawadski,
1980). Otros hallazgos adicionales le llevaron a proponer en 1986 que el
EDREF es el 6xido nitrico (NO), idea que se demostré por el grupo de Salva-
dor Moncada en 1988, que descubrid la sintesis de NO por células endotelia-
les vasculares que utilizaban la L-arginina como sustrato de su NO-sintasa
(NOS) (Palmer y col., 1988). Existen dos formas de NOS, la constitutiva
(cNOS) vy la inducible (iNOS). La cNOS se encuentra presente en células
endoteliales, en donde se conoce como eNOS, y en el sistema nevioso central
y periférico, conocida como nNOS. La enzima ha sido clonada a partir de
cerebro de rata y humano, y su méaxima concentracion se encuentra en cere-
belo, seguido del hipotdlamo, estriado e hipocampo. José Rodrigo y col.
(1994) han elaborado un detallado mapa sobre la localizacion de la enzima
en cerebro de rata, que se encuentra ampliamente distribuida.

Dada su elevada lipofilicidad, el NO es un gas muy difusible que posee las
propiedades de un radical libre. Esta difusibilidad le permite actuar sobre
células vecinas a las que lo producen, y servir asi como regulador paracrino
capaz de modular distintas funciones cerebrales a través de la activacion de
una guanilato ciclasa soluble y de la sintesis de GMP ciclico. EI NO se com-
porta asi como un mensajero transinaptico retrogrado y como una potente
toxina capaz de destruir neuronas en situaciones patoldgicas diversas. En este
sentido, el NO escapa a la ley de la polarizacion dindmica de Cajal, ya que la
transferencia de informacion no se realiza unidirecionalmente en las sinapsis,
sino tridimensionalmente en todas direcciones. Por ello han surgido dudas
sobre su especificidad como mensajero a nivel de una sinapsis particular. De
hecho, se ha calculado que la emisién de NO en un determinado punto del
cerebro durante pocos segundos podria generar concentraciones relevantes
del gas en un &rea de 100 um; esta esfera de influencia abarcaria alrededor de
2 millones de sinapsis (Garthwaite, 1995). Una posibilidad en favor de su
especificidad es que el NO actuara en funcién de la actividad singptica de un
determinado nucleo cerebral. El hecho es que se dispone de analogos de L-
arginina que inhiben la nNOS, de moléculas donadoras de NO y de secues-
tradoras de NO, cuyo uso ha permitido explorar las posibles funciones en las
gue puede estar implicado el NO. Se ha sabido de esta manera que el NO
regula fendbmenos de plasticidad sindptica como la potenciacién y depresion
perdurables, sinaptogénesis y desarrollo, tolerancia y dependencia a drogas,
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hiperalgesia, asi como la regulacion de vias sensoriales y motoras. También
se ha relacionado con la regulacién del flujo sanguineo cerebral, regulacion
neuroendocrina, aprendizaje y memoria y conducta sexual y de ingesta.
Desde la 6ptica patoldgica, se piensa que la produccién excesiva de NO
puede ocasionar la muerte neuronal, contribuyendo asi al estado de neurode-
generacion observado en situaciones de isquemia cerebral. Son demasiadas
funciones para un gas tan simple; pero en afios venideros sabremos qué hay
de cierto en toda esta variada gama de funciones que se estdn adjudicando al
NO, practicamente en cada tejido de nuestro organismo.

La maquinaria de la exocitosis

La liberacién de neurotransmisores se lleva a cabo por el denominado proceso
de exocitosis, consistente en la fusion de la membrana de la vesicula singptica
gue almacena el neurotransmisor con la membrana plasmética de la termina-
cién nerviosa presinaptica (Fig. 3). Antafio se creia que éste era un proceso
simple de fusién de los lipidos de ambas membranas, favorecido por el cation
Ca*, que acontecia al azar. Hoy sabemos que es un proceso muy organizado y
regulado, en el que participan varias proteinas y estructuras del citoesqueleto

Membrana Plasmatica

Vesicula de
secrecion

Ca*

Sinaptotagmina

Sintaxina

Figura 3

Esquema sobre las etapas implicadas en el atraque de vesiculas sinapticas a los sitios activos de
la membrana presinaptica y su posterior fusion con la misma y liberaciéon por exocitosis del
neurotransmisor (ver texto para mas detalles).
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(filamentos de actina) para transportar las vesiculas desde depdésitos de
reserva hasta su lugar de atraque en aquellos sitios activos del plasmalema en
donde acontecera més tarde, cuando llegue un potencial de accién, el proceso
de fusidn y la apertura de un poro (el poro de fusion) por el que el neurotrans-
misor se abrira camino hacia el espacio sinaptico (Scheller, 1995). Lo curioso es
gue gran parte de esta maquinaria secretora es muy similar a la maquinaria
encargada del tréfico intracelular de membranas, cuya estructura y proteinas
gue la forman se ha esclarecido en gran parte en la levadura.

Al microscopio electrénico, las vesiculas aparecen en la sinapsis organiza-
das en filas cerca de las zonas activas del plasmalema. Las vesiculas atraca-
das son aquellas cuya membrana estd muy cercana al plasmalema,
dispuestas para participar en el proceso de exocitosis (figura 3). De experi-
mentos realizados durante los 2 Gltimos afios, se cree que las vesiculas se
dirigen a su "aceptor" especifico en la membrana mediante la formacion de
un complejo denominado 7S, compuesto de dos proteinas vesiculares, la
VAMP o sinaptobrevina (V-SNARE) y la sinaptotagmina, y de otras dos pro-
teinas del plasmalema, SNAP-25 y sintaxina (t-SNARES). Se sabe que las
proteinas VAMP, SNAP-25 y sintaxina se unen especificamente entre si, y
gue este complejo puede formarse en sinapsis en reposo. La toxina tetanica,
gue inhibe el proceso de exocitosis, lo hace por ocasionar la proteolisis de la
sinaptobrevina (VAMP). Estas proteinas interaccionan a su vez con otras
(por ejemplo, sinaptofisina) que sirven de moduladoras, probablemente para
mantenerlas inactivas y prevenir la formacion del complejo 7S y el atraque
vesicular. En la iniciacién de la formacion del complejo 7S participan otras
proteinas citosdlicas como aSNAP y NSF que se unen bien a VAMP, sinta-
xina o0 SNAP-25, seguida de la hidrolisis de ATP. Una vez unidas aSNAP y
NSF al complejo trimérico, se forma una particula, 20S, mas pesada. Antes
de que la fusion tenga lugar, es plausible que existan otras fases intermedias
en las que participen otras proteinas aun no identificadas.

Desde que se conociera la importancia del Ca* en los procesos de acopla-
miento estimulo-secrecién (Douglas y Rubin, 1961) se ha buscado con ahinco
el receptor intracelular para dicho cation. Muchas proteinas que fijan Ca*
han sido candidatas, siendo la més destacada la calmodulina. Sin embargo,
todas han pasado al anonimato tras un protagonismo fugaz. La protagonista
del momento es la sinaptotagmina, una proteina ubicada en la membrana de
la vesicula sinaptica. Al unirse a ella el Ca*, la proteina cambia su conforma-
cion, dando lugar al proceso de exocitosis. Por otra parte, se sabe que la
mutacion o la deleccion del gen para sinaptotagmina produce una dréastica
disminucion de la liberacion de neurotransmisores, lo que sugiere que esta
proteina es el sensor para el Ca* que dispara la secrecion.
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Neurotransmisores y patologia neuronal: perspectivas terapéuticas

El conocimiento progresivo, a nivel molecular, de la dinamica de los distin-
tos tipos de sinapsis presentes en los sistemas nerviosos central y periférico,
esta permitiendo de un lado conocer mejor la etiologia y patologia de las
enfermedades que las afectan y de otro, desarrollar nuevos farmacos y estra-
tegias terapéuticas para paliarlas y curarlas. Desde que en los afios 50 se des-
cubrieran las potentes acciones sedantes de la reserpina (un farmaco que
interfiere con el almacenamiento en vesiculas sindpticas de varias monoami-
nas neurotransmisoras) y las antipsicoticas de la clorpromazina (un neuro-
Iéptico que blogquea receptores dopaminérgicos), se tiene clara la idea de que
es a nivel de las sinapsis en donde se gestan la mayor parte de las patologias
neuroldgicas y psiquiatricas. En estas sinapsis (ver Fig. 1) residen las dianas
bioldgicas susceptibles de modificarse por farmacos con utilidad clinica para
el tratamiento de las enfermedades mentales (ansiedad, depresion, esquizo-
frenia, mania, crisis de panico) y neurolégicas (Parkinson, Huntington, epi-
lepsias, ictus, migrafia, Alzheimer).

Lo interesante de la diversidad bioquimica de las sinapsis es la posibili-
dad que abre para disefiar farmacos con utilidad clinica en las mas diversas
patologias neuroldgicas y psiquiéatricas. Por ejemplo, los inhibidores selecti-
vos de la recaptacion de serotonina (fluoxetina, fluvoxamina, sertralina) han
revolucionado la clinica psiquiatrica por su eficacia para tratar la depresion,
las crisis de péanico, la distimia y la enfermedad obsesivo-compulsiva. Los
bloqueantes selectivos de receptores D. tipo clozapina, y los inhibidores mix-
tos de receptores D: 5-HT>, tipo risperidona, suponen una importante aporta-
cion a la farmacoterapia de la esquizofrenia. Por su parte, los agonistas
selectivos de receptores 5-HT: tipo sumatriptan constituyen una interesante
innovacion en el tratamiento de la migrafia, como lo son los bloqueantes de
receptores 5-HTs tipo ondansetron, para el tratamiento de la emesis en
pacientes de cdncer sometidos a quimioterapia. Podriamos pasar lista a otras
muchas novedades neuropsicofarmacolégicas (los ansioliticos no benzodia-
cepinicos tipo buspirona, antihistaminicos sedantes, agonistas dopaminérgi-
cos para el Parkinson, inhibidores de la acetilcolinesterasa tipo rivastigmina,
donepezilo y galantamina para el Alzheimer y, también para el Alzheimer,
los moduladores alostéricos de receptores nicotinicos tipo galantamina, o el
bloqueante competitivo del receptor NMDA para glutamato, memantina,
también para el Alzheimer. En las tablas 1y 2 se recogen algunas de las alte-
raciones de sinapsis colinérgicas y glutamatérgicas encontradas en el cerebro
de pacientes de Alzheimer; esperamos que estas alteraciones puedan sugerir
nuevas dianas farmacolégicas y nuevos medicamentos para corregirlas.
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Tablal
Alteraciones en el sistema colinérgico encontradas en cerebros de pacientes con EA
Reduccién de nAChRs a3 Cortex temporal Guan et al., 2000
NSD de a3 nAChRs Cortex temporal Martin-Ruiz et al., 1999
Terzano et al., 1998
Hellstrom-Lindahl et al., 1999
Reduccién a4 nAChRs Cortex temporal Martin-Ruiz et al., 1999; Guan et al., 2000;
Cortex frontal Burghaus et al., 2000; Wevers et al., 1999
NSD de a4 nAChRs Cortex temporal Hellstrom-Lindahl et al., 1999
Reduccién a7 nAChRs Cortex temporal Guan et al., 2000
Giro temporal Burghaus et al., 2000
Cortex frontal Wevers et al., 1999
NDE* de nAChRs a7 Cortex temporal Martin-Ruiz et al., 1999; Guan et al., 2000
Cortex temporal Hellstrom-Lindahl et al., 1999
Hipocampo
Cerebello
Reduccidn de la actividad Perry et al., 1978; Davies, 1979;
de la colina acetiltransferasa Tiraboschi et al., 2000

* NDE: no diferencias estadisticas

Tabla 2
Alteraciones en el sistema glutamatérgico encontradas en cerebros de pacientes con EA

Reduccién de receptores NMDA en hipocampo
y giro hipocampal adyacente cuando se comparan
sujetos neurolégicamante normales con viejos

Cotman et al., 1989; Greenamyre et al., 1987
Jansen et al., 1990; Ulas et al., 1992

Reduccion de la expresion de receptores NMDAR1 en
hipocampo y regiones corticales adyacentes especificas

Ulas and Cotman, 1997

Reduccion de receptores de glutamato de NMDA NR1
cortex cingulado medio, cortex temporal, superior
e hipocampo

Hynd et al., 2001

Reduccion del transportador de glutamato glial

Lauderback et al., 2001

Reduccion de la actividad del transportador de
glutamato glial, estrés oxidativo y Abl1-42

Lauderback et al., 2001

Reduccidn de la recaptacion de glutamato en
plaquetas de enfermos EA

Ferrarese et al., 2000

Reduccion de glutamato+glutamina (GLX) y N-acetil-
aspartato (NAA) en la regién cingulada de pacientes EA

Antuono et al., 2001
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Entrada y redistribucién de Ca* en el interior celular

Como comentamos en la Introduccidn, las neuronas se comunican entre si
mediante un lenguaje quimico y eléctrico. El potencial de accién que invade
una terminacion nerviosa despolariza su membrana, lo que ocasiona la aper-
tura de canales de Ca* voltaje-dependientes, la entrada de Ca* y la elevacion
de la concentracion citosélica del cation [Ca*];; esta elevacion transitoria es la
sefial que dispara la secrecién por exocitosis de los neurotransmisores. La
eficacia y precisién de este proceso son enormes, ya que en él descansa el
funcionamiento coordinado de todos los tejidos y érganos de nuestro orga-
nismo, asi como la comunicacién entre neuronas, y de éstas con los diversos
sistemas efectores y con el medio externo. Por ello estd justificado prestar
atencion al protagonismo que desempefia la entrada y posterior redistribu-
cion de Ca* para la regulacion de los procesos de neurotransmision, plastici-
dad neuronal y comunicacion intercelular.

La combinacion de varias metodologias (unién de radioligandos a mem-
branas, genética molecular, "patch-clamp", trasiegos iénicos, sondas fluores-
centes para medir cambios de la concentracion citosolica de Ca*) ha puesto
de manifiesto la existencia de una elevada heterogeneidad de los distintos
subtipos de canales i6nicos que participan en el control de la excitabilidad
neuronal. Esto es verdad, particularmente, para los canales de Ca* voltaje-
dependientes.

Con la célula en reposo el calcio citosdlico se mantiene muy bajo (0,1
micromolar), gracias a que existen bombas de "achique" que lo expulsan al
exterior celular (calcio-ATPasa e intercambiador sodio/calcio del plasma-
lema) o hacia el reticulo endopladsmico (calcio-ATPasa reticular, SERCA, o
“Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase”). Al activarse la célula, el
calcio citosoélico se eleva bruscamente hasta 100 y mas veces por encima de
su concentracion basal (1-10 micromolar); la elevacion en microdominios
subplasmalemales puede alcanzar la enorme cifra de 50-100 micromolar,
cerca de la boca interna del canal de calcio. Este aumento se hace a expensas
de dos fuentes, extra e intracelular. En células excitables, que sufren grandes
cambios de su potencial de membrana y pueden generar rafagas de poten-
ciales de accion (neuronas, musculo, células endocrinas), el calcio extracelu-
lar, arrastrado por un enorme gradiente electroquimico favorable, penetra en
la célula por canales de Ca* sensibles al voltaje, que se abren al activarse la
célula y despolarizarse su plasmalema. En células no excitables (hepatocito,
linfocito, plaqueta, macréfago, endotelio, glia) el calcio almacenado en el
reticulo endoplasmico se libera al citosol por un canal sensible a inositol tri-
fosfato (IPs). Cuando se activa un receptor del plasmalema, perteneciente a la
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gran familia de los acoplados a proteinas G (muscarinico, serotoninérgico,
adrenérgico alfa) se sintetiza IPs, que acciona el mecanismo de apertura del
receptor IP; en el reticulo endoplasmico.

Pero el sistema de liberacion del Ca* reticular no es patrimonio exclusivo
de las células inexcitables; también las células excitables poseen depdésitos
intracelulares de calcio que sirven funciones muy precisas. Asi, en cada latido
cardiaco, el potencial de accion abre un canal por el que el Ca?* accede al inte-
rior celular. Pero no es este el Ca** que utiliza la fibra miocardica para contra-
erse; esta pequefa cantidad de Ca*, que procede del exterior, activa un canal
del reticulo sarcoplasmico, lo que permite la salida hacia el citosol del calcio
almacenado. Como el Ca*, la cafeina también abre este canal, y la rianodina
lo bloquea; por ello, este canal de Ca* intracelular recibié el nombre de canal
rianodina. También las neuronas, células endocrinas y otras muchas células
excitables o inexcitables expresan canales rianodina que se abren por cafeina
o por el propio Ca*, siguiendo un mecanismo que se denomina CICR (del
inglés "Calcium Induced Calcium Release"). Este sistema de almacenamiento
y liberacién de Ca* existe también en neuronas y en células cromafines,
segun hemos podido demostrar utilizando ecuorinas dirigidas al reticulo
endoplésmico, y microscopia confocal para visualizar las ondas citosélicas de
Ca* que se generan durante la activacion celular (Alonso y col., 1999).

La mitocondria es la fabrica que acufia la moneda energética universal, el
ATP. La formacién de ATP se incrementa durante la activacion celular, y el
Ca* tiene mucho que decir en este proceso. La membrana interna posee un
uniportador, que se pone en marcha cuando se eleva la concentracion citoso-
lica de Ca*, para bombear el cation al interior mitocondrial. La elevacion del
Ca* en la luz mitocondrial ocasiona la activacion de deshidrogenasas y la
formacién de ATP. En otras palabras, el Ca* acopla la produccion de ATP al
incremento de la demanda de energia que se produce durante la activacién
celular. En la altima década se ha producido un cambio sutil en ideas muy
arraigadas, acerca de la forma en que la mitocondria ve el Ca* que se libera
del reticulo, y el calcio que entra por canales de calcio plasmalemales. Hasta
1990 se creia que la circulacion del Ca* por la célula comprendia las siguien-
tes etapas: a) entrada; b) secuestro en depésitos intracelulares (fundamental-
mente en reticulo); y ¢) salida por accion de las bombas plasmalemales. En
este esquema, la mitocondria captaba Ca* sobre todo en condiciones de
intensa estimulacién celular, pero s6lo para activar la sintesis de ATP; se
excluia la posibilidad de que la mitocondria participara de forma importante
en la regulacion de la homeostasia del Ca* citosolico.

Los intentos por descifrar la capacidad de la mitocondria para actuar como
sumidero reversible de calcio, en condiciones de estimulacion fisiologica de la
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célula, tropezaron con la carencia de una sonda que permitiera medir directa-
mente los cambios de la concentracidon de Ca* en la luz mitocondrial. Pero en
1993, el grupo de Tullio Pozzan (Universidad de Padua, Italia) encontré la
forma de ubicar la fotoproteina ecuorina en la mitocondria, utilizando un
plasmido que contiene el gen que la codifica y un gen vector que la dirige
especificamente a la mitocondria. Cuando ve calcio, la proteina emite luz, que
puede detectarse con un fotomultiplicador. La luz es proporcional a la [Ca*],,
alcanzada en la luz mitocondrial (Rizzuto y col., 1993).

Utilizando un ecuorina mitocondrial observamos que tras la despolariza-
cion de la célula cromafin con acetilcolina (el estimulo fisioldgico) o K7, el
Ca* mitocondrial se elevaba hasta concentraciones enormes, de casi milimo-
lar, no sospechadas hasta ahora (en la literatura hay estudios con elevaciones
de [Ca*],, 100-500 veces menores). Lo sorprendente fue que este Ca*se libe-
raba de nuevo al citosol en pocos segundos. También se producian estas ele-
vaciones de [Ca*],, al estimularse con cafeina la liberacion de Ca* desde el
reticulo. Todo ello sugeria que el canal de Ca*, el reticulo endoplasmico y la
mitocondria parecian estar muy proximos, formando una unidad funcional
gue controlaria la homeostasia del Ca* citosélico. El significado fisiolégico
de esta unidad funcional lo demostramos con experimentos de secrecion de
catecolaminas. La interrupciéon de la captacién mitocondrial de Ca*, utili-
zando el protonéforo CCCP, potencié exageradamente las respuestas secre-
toras de catecolaminas, en células estimuladas con acetilcolina, K” o cafeina.
Ello sugiere que la mitocondria controla la disponibilidad de Ca* en la
maquinaria secretoray, por tanto, que regula la exocitosis.

Hasta ahora, la sobrecarga mitocondrial de Ca*" se habia asociado a situa-
ciones patoldgicas de isquemia-reperfusién en corazén y cerebro, a fenéme-
nos de neurotoxicidad y a enfermedades neurodegenerativas en las que la
depleccién de ATP, la produccién en exceso de radicales libres y la libera-
cion de factores apoptoticos conducen a la muerte celular. Sin embargo, los
experimentos con ecuorina sugieren que las enormes elevaciones transitorias
del Ca* mitocondrial que hemos detectado con ecuorina estan lejos de lo
patoldgico, y revisten también gran interés fisiolégico, para la regulacién de
la entrada y distribucion de Ca* en el interior celular (Montero y col., 2000;
Villalobos y col., 2002). Otros experimentos mas recientes nos han permitido
involucrar también al intercambiador Na'/Ca* del plasmalema en este com-
plejo o dominio regulador del Ca* y de la neurotransmisién.

Recientemente nos hemos servido de un novedoso y selectivo inhibidor
del intercambiador Na*/Ca* del plasmalema para reinvestigar la funcion de
este transportador en el control de la homeostasia del Ca* y de la exocitosis,
en la célula cromafin. Sobre la base de experimentos electrofisiolégicos,
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radioisotdpicos y de neurosecrecion hemos incorporado el intercambiador
Na*/Ca* mitocondrial a esa “unidad funcional” que describiamos en la Fig. 4.
El papel del intercambiador lo explicamos de la forma siguiente. La observa-
cion fundamental que hemos hecho estriba en una aparente inhibicion por el
KB-R7943, de la secrecion de catecolaminas, estimulada por pulsos despola-
rizantes de K* (100 mM de K*, 2 mM Ca?), aplicados durante 1 a 5 s a células
cromafines bovinas superfudindas a 37° C; el bloqueo fue sustancialmente
mayor con pulsos largos de K* (3 a5 s), en comparacion con los cortos (1a 2 s)
(Pintado y col., 2002).
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Figura 4

Esquema de la “unidad funcional” que controla la homeostasia intracelular del Ca*, formada
por los canales de Ca* dependientes de voltaje (CCVD), el reticulo endoplasmico (R.E.) y la
mitocondria (M).

La Fig. 5 explica la interpretacion que damos a los movimientos de Ca* en
una célula cromafin despolarizada con K* 1 a 5 s, y sus consecuencias para la
exocitosis. Hemos separado dichos movimientos de Ca* en periodos cortos
de despolarizacion (1-2 s, paneles Ay C) y largos (3-5 s, paneles B y D); tam-
bién hemos dividido el citosol en dos dominios de Ca*, el compartimento
subplasmalemal | y el compartimento mitocondrial Il. Esta separacion se
basa en el hecho de que el KB-R7943 bloqued poco o nada la secrecion indu-
cida por pulsos de K" de 1-2 s de duracién, mientras que el bloqueo fue mas
pronunciado con pulsos de K* de 3 a5 s de duracidn. Ello indica que durante
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[ ]  Intercambiador Na*/CA* @UW» Mitocondria
P canales de Calcio Voltaje independientes @ Vesicula cromafin
Figura5

Esquema de trabajo que representa la interrelacion de los canales de Ca*, la mitocondria y el
transporte de vesiculas a la membrana plasmatica, junto con la contribucién del intercambiador
Na*/Ca*, retirando Ca* de las proximidades del canal para evitar su inactivacion y asi poder
mantener el proceso secretor, y su bloqueo por KBR-7943. ;Son los moduladores del intercam-
biador Na*/Ca?* farmacos con potencial neuroprotector?

los primeros momentos de despolarizacion el intercambiador Na*/Ca* y la
mitocondria participan poco en la modulacion de los gradientes de Ca* que
se crean nada maés abrirse los canales de Ca*. En estos momentos iniciales
prevalece la exocitosis rapida desde vesiculas secretoras ya atracadas o muy
cercanas al plasmalema, lo que se denomina la poblacién de vesiculas de
liberacion rapida (VLR, flecha del panel A). Asi, pues, en los periodos cortos
de despolarizacion, los cambios de [Ca*], y la respuesta exocitética que les
sigue quedan confinados al compartimento | subplasmalemal.

Con despolarizaciones de K" mas prolongadas (3 a 5 s), la [Ca*]. que ve el
uniportador de Ca* mitocondrial es de 10 a 50 uM (Montero y col., 2000).
Ello proporciona una Vmax para la captacion de Ca* mitocondrial nada
menos que de 1 a 5 mmol/I células/s (Xu y col., 1997; Villalobos y col., 2002).
De esta manera, la mayor parte del Ca* que entra en la célula durante la des-
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polarizacion con K* (0.4 mmol/I células/s) se acumulara en la mitocondria.
Pero lo interesante es que estas vastas cantidades de Ca* no se quedan en la
mitocondria, ya que hemos demostrado que se liberan a continuacion en
dominios méas profundos del citosol, y que prolonga de esta manera las
sefiales celulares de [Ca*], durante un periodo de tiempo que sobrepasa el
de duracién del estimulo (Montero y col., 2000). Esta liberacién de Ca*,
desde la mitocondria al citosol, se realiza por el intercambiador Na*/Ca*
mitocondrial. La contribucion de la mitocondria a la redistribucién intracelu-
lar de Ca* la explicamos asi (panel B, Fig. 5): (1°) al elevarse en el comparti-
mento |, el Ca* se une a un sitio especifico en la boca interna del canal de
Ca* (flecha 2) produciendo la inactivacion Ca*-dependiente de dicho canal
(Hernandez Guijo y col., 2001); (2°) sugerimos la hipétesis de que esta inacti-
vacion se enlentece debido al hecho de que, a 37° C, el intercambiador
Na*/Ca* esta ubicado muy proximo al canal de Ca*; por ello, puede aclarar
con rapidez el Ca* cercano a la boca interna del canal de Ca*, manteniendo
asi en un nivel bajo de [Ca*], local, cerca de la boca interna del canal de Ca*
(flecha 3); (3°) por ello, el Ca* que entra por los canales de Ca* no inactiva-
dos puede sufrir un proceso de redistribucion hacia el compartimento Il, en
donde es captado por las mitocondrias (flecha 4); (4°) a continuacion, el Ca*
mitocondrial se libera en zonas citosélicas alejadas del plasmalema (flecha
5), facilitando asi el transporte de vesiculas (flecha 6) desde un depdsito de
vesiculas de reserva (VR) hasta el depésito subplasmalemal (VLR); de esta
manera, la exocitosis puede mantenerse durante periodos mas prolongados
de estimulacion (3-5 s).

Cuando se enlentece la actividad del intercambiador Na*/Ca* del plasma-
lema con KB-R7943 (también la hemos podido enlentecer descendiendo la
temperatura de 37° C a 22° C), cabe esperar que la entrada y redistribucion
de Ca* se afectaran de la manera siguiente. Con pulsos breves de K* (1-2 s;
panel C, Fig. 5), la exocitosis de vesiculas VLR dependera exclusivamente de
la entrada rapida de Ca* via canales de Ca*; el intercambiador Na*/Ca?* del
plasmalema no participara en esta respuesta, segun se desprende de la
observacion de que ni el KB-R7943 ni la baja temperatura (22° C) afectan la
respuesta exocitotica. Sin embargo, con pulsos de K* més prolongados y con
el intercambiador bloqueado por KB-R7943 o por tempraturas bajas, la
[Ca*], se elevan mas y més cerca de la boca interna de los canales de Ca*, lo
gue ocasionard la inactivacion Ca*-dependiente de dichos canales (flecha 2,
panel D). Por ello, la redistribucion del Ca* desde el compartimento | al 1l
serd mas pequefia, y también serd escasa su captacion en mitocondrias (fle-
cha delgada 3); asi, la subsiguiente liberacion mitocondrial de Ca* sera tam-
bién pequefa (flecha delgada 4) y el transporte de vesiculas desde la
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poblacion VR a la VLR serd nimia (flecha delgada 5). Ello ocasionara una res-
puesta secretora menor con los estimulos més prolongados de K* y el inter-
cambiador inhibido. En suma, estos datos demuestran que la actividad del
intercambiador Na*/Ca* puede ser fundamental para controlar la homesta-
sia del Ca* y la neurosecrecion, particularmente en situaciones de actividad
neuronal prolongada. Ello puede revestir no sélo interés fisioldgico sino
también ser relevante en situaciones de sobrecarga celular de Ca*, una situa-
cion que puede llevar a la activacion del proceso de muerte neuronal por
apoptosis.

Calcio y patologia neuronal: perspectivas terapéuticas

La sobrecarga de las células con un exceso de Ca* es un mecanismo citoto-
xico que puede causar su muerte. De hecho, se acepta que la excesiva
entrada de Ca* constituye un mecanismo patogénico crucial en varias enfer-
medades del aparato cardiovascular y del sistema nervioso central, por
ejemplo, la hipertension, la enfermedad isquémica coronaria, el infarto de
miocardio o el ictus. La acumulacion excesiva de Ca*" en neuronas se ha aso-
ciado también a enfermedades neurodegenerativas de evolucidn crénica tipo
Alzheimer o Parkinson. El Ca* parece desempefar también un importante
protagonismo en patologias tipo epilepsia, que cursan con una hiperexcitabi-
lidad neuronal. Dada esta rica patologia, no es extrafio que la mayoria de los
esfuerzos para la busqueda y desarrollo de farmacos que interfieran con la
homeostasia celular del Ca*, se hayan canalizado hacia la prevencion de la
entrada y la sobrecarga celular de Ca?.

Sin embargo, en los dltimos afios cobra cuerpo la idea del “estrés reticu-
lar” como mecanismo patogénico de muerte neuronal en la enfermedad de
Alzheimer (ver la interesante revision de Paschen, 2001). La disfuncion del
reticulo endopldsmico se manifiesta por una disminucién de los niveles
intrareticulares de Ca*. El Ca* esta circulando continuamente entre la luz
reticular y el citosol. Escapa hacia el citosol via receptor de rianodina y
vuelve al reticulo via SERCA. De ahi que el bloqueo de la SERCA por tapsi-
gargina ocasione el vaciamiento del Ca* reticular y la entrada de la célula en
apoptosis. Por ello, la tapsigargina se usa con frecuencia como herramienta
experimental para hacer entrar en apoptosis a un determinado tipo celular
(Wei y col, 1998). Los depdsitos de Ca*, se depletan también cuando se redu-
cen los niveles de la proteina de estrés llamada grp78 (“glucose regulated
protein”) que, curiosamente, esta disminuida en el cerebro de pacientes de
Alzheimer (Katayama y col., 1999). La capacidad tamponadora de Ca* del
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reticulo estd disminuida en neuronas viejas (Kisischuk y Verkhrastsky,
1996), lo que sugiere una mayor vulnerabilidad, un hallazgo relacionado con
el hecho de que la edad sea un importante factor de riesgo en la enfermedad
de Alzheimer. También se ha observado que la alteracion del Ca* reticular
esta relacionada con el depésito de B-amiloide (Querfuth y Selkoe, 1994), un
péptido implicado en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. El pép-
tido amiloide (1-42), se forma en el reticulo endoplasmico (Hartmann y col.,
1997), resultado del procesamiento de la proteina precursora de amiloide
(APP) por las presenilinas, que también se ubican en el reticulo (Kovacs y
col., 1996). El amiloide (1-42) podria alterar la homeostasia reticular del Ca*,
dada su capacidad de formar poros permeables a este cation (Engstrom y
col., 1995; Pollard y col., 1995). Asi pues, la alteracion de la capacidad del
reticulo para mantener la circulacién intracelular del Ca* podria ser un
mecanismo patogénico crucial en la lesién neuronal tipica del Alzheimer y
de otras enfermedades neurodegenerativas.

Resumen, conclusiones y perspectivas

En este capitulo recogemos algunos hallazgos recientes que suponen un
importante paso adelante en el conocimiento, a nivel molecular, de la rica
dinamica de la sinapsis. Para comunicarse entre si, y con sus sistemas efecto-
res, las neuronas se valen de un lenguaje que consta de sefiales eléctricas
(potenciales de accién) y quimicas (neurotransmisores, neuromoduladores).
Se conoce en la actualidad una rica gama de moléculas cuya funcién neuro-
transmisora en cerebro y sistema nervioso periférico esté fuera de toda duda.
Las monoaminas acetilcolina, dopamina, noradrenalina, adrenalina, hista-
mina, serotonina, glutamato, aspartato, glicina y GABA constituyen buenos
ejemplos. Los neuropéptidos opiaceos, el péptido intestinal vasoactivo (VIP),
las neuroquininas (sustancia P), la somatostatina, neurotensina, neuropép-
tido Y, colecistoquinina, vasopresina, oxitocina, se han relacionado con el
control de la respuesta al estrés, la conducta sexual, la ingesta, el dolor, el
aprendizaje y la memoria. No se sabe con certidumbre si se comportan como
neurotransmisores o neuromoduladores, cosa que también le ocurre al 6xido
nitrico (NO).

Se conoce gran parte de la estructura molecular de la maquinaria secre-
tora, responsable de la rapida liberacion sinaptica de neurotransmisores en
respuesta a potenciales de accién. Las proteinas sinaptobrevina (ubicada en
la membrana de la vesicula sinptica), sintaxina y SNAP-25 (estas dos, ubica-
das en la membrana plasmética presindptica) forman un complejo trimérico
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gue es responsable del atraque de las vesiculas en los sitios activos de exoci-
tosis. En esta posicion estratégica, las vesiculas liberan su neurotransmisor
en pocos milisegundos, cuando el potencial de accién invade la terminacion
nerviosa y activa la apertura de distintos subtipos de canales de Ca* voltaje-
dependientes (L, N, P, Q, Ry T). La distribucion geogréfica asimétrica de
cada canal, en distintos tipos de neuronas, ha dado pie a la hip6tesis de que
el Ca?* que entra por cada canal esta compartimentalizado, lo que favorece la
creacion de microdominios de Ca* en el citosol y en el nucleo, que sirven
distintas funciones celulares.

Esta rica heterogeneidad bioquimica sinaptica da pie a la seleccién de
multiples dianas bioldgicas para el disefio y desarrollo de farmacos con
potencialidad terapéutica en enfermedades neurodegenerativas, méas concre-
tamente en la enfermedad de Alzheimer. Las alteraciones progresivas de la
memoria y la conducta del paciente de Alzheimer estan asociadas, sin duda,
a alteraciones de la neurotransmision en sinapsis especificas. Hasta ahora,
las dianas farmacoldgicas que han proporcionado medicamentos clinica-
mente Gtiles han sido la acetilcolinesterasa (inhibidores tipo rivastigmina,
donepezilo y galantamina), los receptores nicotinicos (moduladores alostéri-
cos tipo galantamina) y los receptores NMDA para glutamato (bloqueantes
no competitivos tipo memantina). En los cambios conductuales estan impli-
cadas, seguramente, la neurotransmisién serotoninérgica, la noradrenérgica
y la dopaminérgica. Ademas, el mejor conocimiento que poseemos de la dis-
funcion reticular proporcionara dianas para el desarrollo de nuevos medica-
mentos capaces de estabilizar la homeostasia del Ca* a nivel del reticulo
endoplédsmico neuronal; de hecho, la rianodina y el dantroleno son neuro-
protectores. Es plausible que este tipo de medicamentos sean la base de nue-
vas estrategias neuroprotectoras, quizas las méas prometedoras y atractivas.
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