Anales del Instituto Mexicano de Psiquiatria, 7993

La trifluoperazina aumenta la concentracion intracelular
de calcio en neuronas de Helix aspersa

Humberto Cruzblanca,* Sergio Marquez Gamifio,* Francisco Javier Alvarez-Leefmans*

Summary

The effect of trifluoperazine (TFP) on barium current carried through L-type Ca2?* channels and intracellular free calcium con-
centration ([Ca?*];) were investigated. Barium currents were recorded using a two microelectrode voltage clamp technique. In-
tracellular free Ca2+ concentration ([Ca?*];) was estimated using the fluorescent Ca2* indicator Fura-2. We found that TFP in-
creases the relaxation time constant of the barium current in agreement with previous observations from our laboratory where
Ca?*-dependent inactivation of calcium currents was enhanced by TFP. Fura-2 experiments revealed that TFP produces an
oscillatory increase in [Ca?*];. These results suggest that TFP produces increases in [Ca2*]; which may induce Ca?*-dependent
inactivation of calcium channels.

Resumen

Previamente reportamos que en las neuronas de Helix aspersa, la trifluoperazina (TFP) incrementa la inactivacién de la co-
rriente de calcio disparada por el CaZ*. En el presente trabajo se evalud su efecto sobre la concentracion intracelular de calcio
ionico ([Ca?],) y sobre la velocidad de relajacion de las corrientes de bario. Las corrientes de bario se registraron con la técni-
ca de fijacion de voltaje con dos microelectrodos. La [Ca?*]; se estimé por microscopia de fluorescencia, utilizando como indi-
cador intracelular a la molécula fluorescente Fura-2.

La TFP increment6 la velocidad de relajacién de la corriente de bario confirmando que incrementa la inactivacion de los
canales de calcio aun cuando estos sean permeados por Ba2+. La TFP provocé un incremento oscilatorio de la [Ca?*];, proba-
blemente debido a la inhibicién de la bomba de Ca?*, que lo acumula activamente en el interior del reticulo endoplasmico. Los
resultados muestran que ademads de su accién antidopaminérgica, la TFP incrementa la [Ca?*];. Dicho incremento puede con-
tribuir a la inactivacién de los canales de calcio.

Introduccion

Generalmente se acepta que las propiedades antipsicéti-
cas de los neurolépticos llamados tipicos, como el halo-
peridol y la trifluoperazina, se deben a su capacidad
bloqueante de los receptores a la dopamina del tipo D,.!!
Estudios mas recientes muestran que los neurolépticos
también bloquean a otros tipos de receptores como los
adrenérgicos tipo a!, los colinérgicos muscarinicos y los
serotoninérgicos del tipo 5-HT,.? Por otro lado, se ha

demostrado que un gran nimero de neurolépticos inhi-
ben a la Calmodulinal® (CAM) y algunos como la tri-
fluoperazina también inhiben a la proteina cinasa C.5
Ambas proteinas forman parte de dos sistemas de segun-
dos mensajeros, mediante los cuales, el calcio i6nico
(Ca?") regula una gran variedad de procesos fisioldgicos
celulares. Entre estos procesos se cuentan aquellos
mediante los cuales el Ca2* intracelular regula, por me-
canismos de retroaccién, su propia entrada a la célula via
canales idnicos, su expulsion hacia el exterior celular o
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su recaptura hacia depdsitos internos tales como el re-
ticulo endoplasmico. Estos 1iltimos procesos contribuyen
a mantener su concentracién libre intracelular ([Ca®*];)
dentro de niveles fisiologicos.

La amplia variedad de efectos farmacologicos de los
neurolépticos sugiere que la accién antidopaminérgica
no es el tnico mecanismo mediante el cual ejercen estos
farmacos sus efectos terapéuticos. La accion de los
neurolépticos sobre la CAM vy la proteina cinasa C sugieren
que estos farmacos pueden alterar los mecanismos de trans-
porte de Ca®* encargados de mantener y regular la [C&T;.

Estudios realizados en nuestro laboratorio en las neu-
ronas de Helix aspersa han demostrado que la trifluope-
razina (TFP) reduce la entrada de Ca?* que ocurre a
través de canales de calcio de alto umbral de activacion,
también conocidos como canales 1. Ademas, la TFP
incrementa la inactivacion de estos canales disparada por
el propio Ca?".! En este presente trabajo demostramos,
con técnicas de fluorescencia, que la TFP produce un
aumento en la [Ca2"];. Se sugiere que este aumento en la
[Ca®*); contribuye a la inactivacién de la corriente de
Ca?* descrita previamente.

Métodos

Procedimientos generales

Los experimentos se llevaron a cabo en las neuronas
identificadas de los ganglios subesofagicos D y F, del
caracol terrestre Helix aspersa. Se utilizaron las células
1F, 76F, 78F y 1D. Las preparaciones se obtuvieron de
acuerdo con los métodos previamente descritos.2

Registro de las corrientes de Ca?*

Las corrientes de calcio (I,2+) se registraron en cada
célula con un sistema comercial de fijacion de voltaje
con dos microelectrodos (DAGAN 8500). Los detalles
de la técnica y el método empleado para separar farma-
colégicamente la Ic,2+ del resto de las corrientes idnicas
transmembranales fueron descritos en un trabajo ante-
rior.’

Registro de los cambios en la concentracion de calcio
libre intracelular por microscopia de fluorescencia

Para estudiar el efecto de la TFP sobre la [Ca?*];, se
utilizé el indicador fluorescente Fura-2.8 Cada neurona
se microinyectd con la sal pentapotdsica de Fura-2
(Molecular Probes, Eugene, OR). Para la microinyec-
cion, se disolvi6 el Fura-2 a una concentracién final de
2.5 mM, en una solucién acuosa de 100 mM de cloruro
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de potasio. Simultdneamente a la inyccidn se registro el
potencial de la membrana. La inyeccién se realiz6 apli-
cando 1 6 2 pulsos de aire a presion (40 psi) con dura-
ciones de 20 a 50 milisegundos, a través de microelec-
trodos con resistencias de entre 40 y 60 MQ, para lo cual
se utilizé un Picospritzer 1I (General Valve Corp.). Una
vez inyectadas las células, la preparacion se transfirié a
una camara de Leiden (Medical Systems Greenvale,
NY), donde se fijo entre dos cubreobjetos separados por
tiras de Sylgard. Posteriormente la cdmara se coloco
sobre la platina de un microscopio invertido de epifluo-
rescencia (Nikon Diaphot, Nikon, Tokyo). El volumen
de la camara fue de 200 pl. La preparacion se perfundid
a una tasa de 5 pl/min.

La [Ca**]i se estim6 usando la técnica del cociente de
fluorescencia, excitando a cada célula cargada con el
indicador Fura-2, con dos longitudes de onda, 340 y
380 nm, y registrando la emisién a 510 nm. La luz emi-
tida por cada célula se colecté y se amplificé mediante
un fotomultiplicador. Estas mediciones se llevaron a
cabo utilizando un sistema 6ptico PTI (Photon Techno-
logy International, Brunswick, NJ).

Se corrigieron los registros para la fluorescencia de
fondo, medida en la misma célula al final del experi-
mento después de apagar completamente la fluorescen-
cia del fluoroforo mediante el uso de una solucién de
Ringer que contenia Mn?* y el ionéforo ionomicina. Se
estimé la [Ca?*]; utilizando la siguiente formula:®

(R'—Rmin) Sﬁ

[ca?*] = ka-
! Rpnax —R) Sp2

donde Kd es la constante de disociacion del Fura-2 para
el Ca?* medida en soluciones de calibracién in vitro
(146 nM); R es el cociente de la fluorescencia medido a
340 nm y 380 nm en cada instante; R, es el cociente de
la fluorescencia (340/380) medido cuando el fluor6foro
se satura con Ca?" en el interior celular (para ello se
permeabilizaron las células con 20 uM del iono6foro
ionomicina, disuelto en Ringer); R, es el cociente de
fluorescencia (340/380) en condiciones en que el Ca?*
extracelular se elimina con EGTA y las células se equi-
libran en presencia de la ionomicina, de tal manera que
la [Ca**]; es nominalmente cero. No en todos los expe-
rimentos fue posible hacer esta tltima medicién, por lo
que Ry, se estimo como el 4% de la R,,,, con base en
las mediciones hechas en algunas células. El factor
(Sp/Spy) es el cociente de la fluorescencia medido al
excitar al Fura-2 con una longitud de onda de 380 nm
cuando este fluordforo se encuentra libre de Ca?* (Sp),
sobre la fluorescencia medida cuando dicho fluoréforo
estd saturado con Ca?* (Sy,). Dicho factor se midi6 en
soluciones de calibracion y se encontré que la medida
fue de 6.73.
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Soluciones

La composicién de las soluciones fue (en mM/1):

Estdndar Ringer (SR): NaCl 82.5; KCl 4; MgCl, 5;
CaCl, 7; HEPES 5; glucosa 5. El pH se ajust6 a un valor
de 7.5 con NaOH, por lo que la concentracion final de
Na* en la solucién fue de 85 mM.

Trifluoperazina: Para los experimentos de fluorescencia
se prepard una solucion madre 0.5 M de TFP en dimetil-
sulfoxido, de la cual se tomaron alicuotas para preparar
las soluciones experimentales.

Resultados

Efecto de la TFP sobre la velocidad de relajacion
de las corrientes entrantes de Ba®*

La velocidad de relajacion de la I;2+, producida durante
un pulso despolarizante, refleja la cinética de inactiva-
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cion de los canales de calcio.” En un trabajo anterior en
el que se utilizé un protocolo experimental de dos pulsos
comando, se demostré que la TFP incrementa la inacti-
vacioén de la Ig,2+ producida por el Ca?*.!’ En este traba-
jo se analiz6 el curso temporal con que se inactivan los
canales de calcio permeados por Ba?*. Se utilizo Ba?* en
lugar de Ca?* porque el primero no dispara per se el
mecanismo de inactivacion de los canales de calcio,
ademas de ser un bloqueador de la conductancia al K*.
En estas condiciones es posible medir una corriente de
Ba?* (Ig,2+) a través de los canales de calcio. En la figura
1 se ilustra el efecto de la TFP (50 uM) sobre el curso
temporal de la relajacion de la Ip,2+. Se encontré que la
relajacién de la Ig2+ se acelera en presencia de la TFP.
En este experimento, la constante de tiempo de relaja-
cion fue de 112.6 ms para la Ig,2+ control, y se redujé a
66.6 ms a los 25 min de exposicién con 50 uM de TFP,
lo que sugiere que la TFP aumenta la inactivacién aun
cuando es el Ba?* el i6n que lleva la corriente entrante a
través de los canales de calcio. En todos los valores de
potencial de membrana que se exploraron ocurrié el
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Figura 1. Efecto de la TFP sobre la relajacién de la Iga2+. En la parte A se muestra la superposicion de 2 registros individuales de la Iga2*+ obteni-
dos en respuesta a un pulso despolarizante de -10 mV, antes (C) y 25 min después de la perfusién continua de 50 uM de TFP (E). El registro E se
escal6 con el objeto de que tuviese la misma amplitud al pico que el registro control (C). En la parte B se muestra el ajuste de la relajacion de
la Iga2+ con una funcion exponencial simple, decreciente, del tipo: Icaw = A*exp(-kt)+B

donde:
A = la amplitud de Iga2+at=0.

k = es la constante de rapidez del proceso. Su inverso es igual a la constante de tiempo de inactivacion.

B = la amplitud de Ip,2+ al final del pulso comando.
t = tiempo (en ms).
Célula 78F.
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incremento en la velocidad de relajacion. El efecto de la
TFP sobre la relajacion de la Ig,2+ es compatible con el
aumento que provoca dicho farmaco sobre la inactiva-
cion de la Io2+.13

Efecto de la TFP sobre la [Ca®];

Es posible que el aumento de la inactivacion de los cana-
les de calcio observado en presencia de TFP, se deba a
un aumento en la [Ca?*];, Como la TFP bloquea la
bomba de calcio, que es una ATP-asa activada por
CAM,* es factible que la TFP bloquee el bombeo de
Ca’* produciendo su acumulacion intracelular. La figu-
ra 2 muestra que la TFP produce un incremento soste-
nido en la [Ca%'];. El incremento en la [Ca?*); se acom-
pafia a menudo de oscilaciones. Este C2* puede provenir de
depdsitos internos mobilizables por cafeina o por inositol
trifosfato (IP;) o del exterior celular a consecuencia de la
inhibicion de la bomba de Ca?* de la membrana plasma-
tica. La subsecuente aplicacién de cafeina (5 mM), en
presencia de TFP, produjé una espiga de Ca?* que se re-
lajo hasta que la [Ca?*]; regresd a su valor control, sugi-
riendo la deplecidn del depésito sensible a esta droga.

Discusién

En este trabajo se demostré que la TFP incrementa la
velocidad de relajacion de la Ig,2+ (fig.1). Como la inac-
tivacion de los canales de calcio es el mecanismo que
provoca dicha relajacion,’ los resultados confirman que
la TFP incrementa la inactivacién de los canales de
Ca?*.15 En este tipo de inactivacion, el grado de inhibi-

cién que produce el Ca®* sobre la I¢2+ depende directa-
mente de la cantidad de Ca?" libre que hay dentro de la
célula. Ahora bien: ;si la TFP también reduce la entrada
de CaZ*? cdmo es que la inactivacion disparada por el
Ca?* se incrementa en presencia de TFP?. Los experi-
mentos en los que se midié la [Ca?*]; muestran que la
TFP provoca un incremento oscilatorio del Ca?* intrace-
lular. Lo anterior sugiere que dicho aumento de la
[Ca?*]; contribuye al incremento en la inactivacién de los
canales de Ca?*,

Se ha reportado que la TFP y otras fenotiazinas inhi-
ben la bomba de Ca?* del reticulo sarcoplasmico y, por
ende, la acumulacion activa de Ca?*.!2 La inhibicién de
la bomba de Ca2* provocaria entonces la acumulacién de
Ca?* en el citosol. Es probable que, por analogia, la TFP
inhiba la bomba de Ca2* del reticulo endoplasmico, que
es la contraparte del reticulo sarcoplasmico en las células
no musculares. Se sugiere que éste es el mecanismo
mediante el cual la TFP incrementa la [Ca2*]; en nuestras
condiciones experimentales.

La inhibicion de la bomba de Ca?* no parece ser el
inico mecanismo implicado en el aumento de [Ca?*];. Se
ha reportado que la TFP y otros antagonistas de la cal-
modulina provocan la liberacion de ca?* del reticulo
sarcoplasmico, a través del canal de calcio reticular
estimulado por la cafeina,® En nuestros experimentos no
podemos eliminar esta posibilidad, sin embargo, dado
que el curso temporal de los incrementos en la [Ca?*];
provocados por la TFP y la cafeina, son diferentes, se
sugiere que la TFP inhibe un proceso de recaptura mas
que promover un proceso de liberacién.

Los resultados aqui reportados muestran que la TFP,
ademas de su accion conocida como antagonista de los

3.0 - - 1000
2.5 -4 800 —
o z
[s 0] | 4600 ~
M 2.0 ~
\ [ |
Q st 4400
¥ o
1.0 - 200 |2:
0.5 % Jo
CAF
TFP
I SR
L 1 1 1 |
0 10 20 30 40
TIEMPO (min)

Figura 2. Efecto de la TFP y de la cafefna sobre la [Ca2*];. El eje de la izquierda indica el coeficiente de
fluorescencia del Fura-2 de donde se estimé la [CaZ*]; (eje derecho). Las baras indican el tiempo en que fueron
expuestas las neuronas a 100 uM de TFP y a 5 mM de cafeina (CAF), durante el experimento. Las neuronas se
perfundieron con la solucion estindar de Ringer (SR) durante todo el registro. Célula 77F.
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receptores dopaminérgicos, produce un incremento en la
[Ca?*]; con las profundas implicaciones fisioldgicas que
esto tiene debido al papel central del Ca?* como segundo
mensajero de multiples procesos celulares.
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