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RESUMEN

El glutamato (Glu) es un aminoacido que forma parte de
la mayoria de las proteinas, se considera un neurotoxico ya
que en altas concentraciones produce destruccion neuronal en
diferentes especies animales, por lo que resulta de interés
conocer los mecanismos implicitos en el damo celular, ya que
es semejante al que se presenta en algunas enfermedades
neurodegenerativas, cuya caracteristica principél es la
vulnerabilidad de las neuronas GABAérgicas y colinérgicas al
dano celular bajo condiciones patoldgicas antes descritas. En
el presente trabajo se evaluo la actividad de la Colina
acetiltransferasa (CAT) como un parametro de neurotransmision
del sistema colinérgico bajo el efecto del Glu administrado
neonatal (1,3,5 y 7 dias de edad), por via s.c. a dosis de 4
mg/g de peso. Asi mismo se midio la actividad de la CAT a los
30, 60 y 90 dfas de edad en la corteza frontal (CF)}, buerpo
estriado (CE), hipocampo (Hp) y nicleos basales de Meynert
(NBM). Los resultados muestran que la actividad de la CAT se
reduce en forma importante en la CF del grupo tratado con Glu
en relacion al grupo testigo en las tres edades mientras que
en el Hp ésta reduccion solo se observa a los 30 dias de edad
Y en los NBM se muestra ésta reduccidn en las tres edades, no
siendo significativa a los 60 dias, en el CE se observd un
aumento en la actividad de la CAT en los grupos tratados con
Glu y con NaCl, en relacidn al grupo intacto y sdlo en las
dos primeras edades, Estos resultados indican que el efecto
neurotoxico del Glu afecta a la CF y a los NBM, mas que a las
otras regiones estudiadas. Los resultados sugieren que sdlo
algunas neuronas colinérgicas del SNC son vulnerables al
efecto del Glu y éste efecto se mantiene a lo 1érgo de todo
el desarrollo, mientras que en las otras regiones es posible
gue se desarrollen mecanismos de compensacién (plasticidad

cerebral) en las diversas edades.



I.-.INTRODUCCION

El sistema nervioso (SN), cominmente se divide en
sistema nervioso central (SNC), sistema nervioso periférico
(SNP), y sistema nervioso autonomo (SNA). El1 SNC se conforma
por el encéfalo, que se ubica en el craneo y la médula
espinal que se aloja en el conducto raguideo y en conjunto
representan el SNC en forma integral. E1 SN es un conjunto de
estructuras funcionalmente especializadas mediante las cuales
el organismo responde adecuadamente a los estimulos del medio
externo e interno (Ldpez Antunez 1983). Se compone de tres
elementos basicos: 1) células nervicsas, llamadas neuronas;
2) células intersticiales, que incluye células de neuroglia,
de neurolema y células satélites; 3) elementos del tejido’
conjuntivo, como células fibroblasticas y sus productos
fibrosos. La neurona es el elemento fundamental, constituye
la unidad morfdologica, funcional y ontogénica del SN, a
través de ellas se transmite el impulso nervioso gque, para
viajar de una neurona a otra, debe atravesar el espacio
extracelular, el cual se realiza mediante la liberacidn de un
compuesto quimico (neurotrasmisor) capaz de estimular a 1la
célula contigua, dicho fendmeno se conoce como sinapsis
quimica. La sindpsis constituye uno de los medios de
comunicacion entre las células y se han descrito muchas
variedades de ellas; desempena un papel importante en las
actividades integradoras del SN, cada fibra nerviosa puede
transmitir impulsos en ambas direcciones hacia la neurona o
fuera dc ella. La conduccidn en una serie de neuronas se
realiza en una sola direccidn (conduccidn unidireccional).
{Noback, Charles R; Robert, J.D. 1980). La sindpsis se puede
establecer a diferentes niveles de la neurona, esto es; como
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contactos de tipo axdn-dendrita, axdn-cuerpo celular,
dendrita-dendrita, axdn-axdn Yy cuerpo celular-cuerpo
celular.

LOCALIZACION NEUROANATOMICA DE LA CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral es una capa de sustancia gris, cuya
composicion la conforman neuronas dispuestas en estratos que
cubre los hemisferios cerebrales, aproximadamente 24
decimetros cuadados; y su grosor varia desde 4 mm en el giro
precentral (corteza motora) a 1.5 mm en la corteza visual
primaria; su peso total es de alrededor de 600 gr y
constituye el 40 % del peso total del cerebro. La
organizacion elemental de la corteza se basa en columnas de
neuronas orientadas vertical y horizontalmente en relacion a
la superficie cortical, las fibras aferentes de la corteza
van radialmente hacia la superficie cortical tenindo
conexcion entre las células de la capa horizontal. Algunas de
las fibras eferentes del talamo terminan en las células de la
corteza, principalmente de células piraminadales (capa IV),
otras llegan de muy diversas areas por asociacidn de fibras,
un tercer grupo de fibras llegan de varias estructuras
subcorticales especificas del talamo, esto incluye el locus
coexruleus, (origen de fibras noradrenérgicas); el nucleo del
rafé del tronco cerebral (origen -de proyecciones
serotoninérgicas), los nicleos de Meynert (en el telencéfalo
basal, origen de proyecciones colinérgicas) y el cuerpo

calloso (fibras comisurales). Presentan tres tipos de células

neuronales principalmente: celulas piramidales, células
satélites y células fusiformes, cuyos principales
neurotrasmisores de 1la corteza son; el glutamato, el
aspartato (Asp) y el acido gamma-aminobutirico (GABA)

(Manter y Gatz’s 1987)
(fig 1).




LOCALIZACION NEUROANATOMICA DEL CUERPO ESTRIADO
En la actualidad el término cuerpo estriado se reserva
para el niclec lenticular (con sus dos partes: putamen y
palido), el niicleo caudado y la amigdala, sin embargo
comunmente se le llama estriado solamente al neoestriado.
Fibras aferentes al cuerpo estriado
a) cortico-estriatales: son fibras que se originan en todas
las regiones <corticales y se proyectan en forma
somatotdpicamente organizada al estriado, .
b) Tadlamo-estriatales: el estriado recibe fibras de 1los
nucleos intralaminares, centro mediano y dorso medial del
talamo.
c) Nigro-estriatales: constituyen una de las mas importantes
vias aferentes al putamen, comprenden fibras que se originan
en las partes compacta y reticular de la sustancia negra y
ascienden al subtdlamo pasan entre las fibras de la capsula
interna para terminar en su mayor parte en el putamen.
Fibras eferentes al cuerpo estriado.
La mayor proyeccidon eferente del estriado va hacia el
pélido, en el cual llegan fibras tanto del caudado como del
putamen, aungue la mayor parte provienen de este ultimo,
(fig 1).

LOCALIZACION NEUROANATOMICA DEL HIPOCAMPO.

La formacidén hipocampal (Hp) esta constituida por el
arquipalio gue corresponde a la corteza filogenéticamente mas
primitiva. Presenta tres zonas de fibras aferentes para su
formacidn, que derivan de varias funtes, un sitio importénte
es la corteza endorinal, esta area da nacimiento a una serie
de vias que cruzan a traves de la capé molecular del giro
dentado y del cuerno de Ammon hasta inervar gran parte de la
formacion del Hp. Una segunda funte emerge de la banda
diagonal del 4&rea septal, desde esta region las fibras
penetran en la formacion del Hp a traves del haz del fornix.
La tercer 2zona comprende; corteza prefrontal, giro del



cingulo, y el nicleo talamico anterior.

La vias eferentes se originan en los axones de las
células piramidales de Ammon y del complejo subicular y
forman la inmensa mayoria de los axones encontrados en el
sistema del fornix, una segunda via pasa por el caudal a la
comisura anterior y desciende a través del hipotalamo e
inerVa cuerpos mamilares (Lawrence}House. E, y col 1982) (fig

1).

LOCALIZACION NEURCATCMICA DE LOS NUCLEOS BASALES DE
MEYNERT

Los nucleos de Meynert fuerdn primeramente denominados
como ganglios basales de Meynert, por Koellieker (1896)
ahora denominados nucleos basales de Meynert, localizados en
la sustancia innominata en la parte ventral en el putamen y
globus pallidus. Es una de las principales areas de el
sistema colinérgico del cerebro frontal basal que inerva la
amigdala, hipocampo y neocorteza:
Por estudios citoldgicos y fisiologenéticos del cerebro
frontal basal se dividen los nicleos basales en tres grupos:
1- El nicleo septal medial y el nicleo de la banda diagonal
de Broca.
2- Las extensivas neuronas de el tuberculum olfatorio.
3- El nicleo basal. (fig 1)

ACETILCOLINA (AC)
La AC a pesar de ser el principal neurotrasmisor en el
SNC de los mamiferos, también esta presente en bacterias,
hongos. protozoarios e incluso en plantas con diversas
funciones, cuya formula desarrollada es la que sigue.

o}

H,C-C- O-CH -CH -N'- (CH,),



Sintesis y degradacén de la AC
La AC se sintetiza a partir de la colina, gue se acumula
en las neuronas colinérgicas mediante una reaccidén de 1la
acetil CoA y bajo la accion de la colina aceltiltransferasa
(CAT) (E.C.1.3.1.6.)
CAT
Colina + Acetil CoA #——» Acetilcolina + CoA.

La CAT se localiza en el SNC especificamente donde tiene
lugar la sintesis de AC. La mayor actividad de la CAT se
encuentra en el nucleo interpenduncular, nucleo caudado, la
retina, el epitelio coronal, hipocampo, corteza cerebral y
las raices centrales de la médula.(Cooper, J.R, y col 1984).
La sintesis de la AC se lleva a cabo dentro de las neuronas
colinérgicas a nivel de las terminales nerviosas, también
esta presente en los axones, por Qonde se transporta desde el
sitio de sintesis en el soma.( Taylor, P., Brown, H.J 1994).
Sin embargo, también se ha demostrado por inmunohistoquimica
gque la CAT estd presente en dendritas de 1los cuerpos
celulares. :

En 1943 Nachmansohn y Machado descubrieron por primera
vez la actividad de la CAT en un sistema libre de células,
desde entonces, se le ha purificado y definido algunas de sus
caracteristicas, principalmente la que se encuentra en los
ganglios cefélicos- del calamar, de placenta humana, de
Droscophila welanccaster de Torpedo califonica vy del cerebro
de rata. La enzima de cerebro de rata purificada tiene un
peso molecular aproximadamente de 66 a 70 Kd, con una
constante de Michaelis (Km) de 7.5X10™* M para la colina y de
1.0X10™ M para la acetil CoA. La CAT se localiza
Intracelularmente en el cerebro de mamiferos principalmente
en la fraccidn mitocondrial y se recupera en la fraccién
sinaptosomal donde se encuentra en el sinaptoplasma en forma
libre (Taylor, P., y Brow, H. J 1994). La acetil CoA que se
utiliza para la sintesis de AC en el cerebro de mamiferos
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proviene de la glucélisis y del sistema de la piruvato-
oxidasa. La acetil CoA se sintetiza preferentemente en las
mitocondrias, aunque no se conoce como se transporta hacia
afuera de la mitocondria para participar en la sintesis de la
AC, sin embargo existen dos caminos probables que se han
propuesto para su transporte al exterior de la mitocondria;
por intercambio con la carnitina o por el citrato los cuales
atraviesan la barrera mitocondrial. ( Laguna, J., Pirma G. E.,
1988) '

La colina no pude ser sintetizada de novo por las
neuronas por lo que después de la sintesis de AC y la
hidrélisis por la acetilcolinesterasas (E.C. 3.1.1.7) se
trasporta nuevamente a la terminal presindptica por un
sistema de transporte activo de alta afinidad dependiente de
sodio, para que vuelva a utilizarse en la sintesis de AC. La
colina atraviesa la membrana ceélular por dos mecanismos que
se conocen como transporte de alta y baja afinidad. El
transporte de alta afinidad con una Km para la colina de 1-5
BM y que es saturable. El transporte de baja afinidad con una
Km de 40 a 80 uM al parecer opera mediante un proceso de
difusion pasiva, directamente dependinte de la concentracion
de colina y casi insaturable (Cooper, J.R y col 1982). la
degradacién de 1la AC se lleva acabo en el espacio
intersinaptico por 1la acetilcolinesterasa (ACE) ésta se
encuentra en las neuronas presinapticas Y
postsinépticas.(Atack y co0l1,1983; Greenfield 1984; Smith y
Cuello 1984). La ACE hidroliza AC para formar acetato y

colina de acuerdo con la siguiente reacciodn:

ACE
Acetilcolina + Aqua «——» Acetato + colina

La ACE es una importante enzima del SN de vertebrados e

invertebrados. Esta enzima al igual que la CAT se encuentra
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en el soma neuronal y se caracteriza por ser una enzima
nmembranal. De acuerdo a la especificidad del sustrato, las
colinesterasas se subdividen en dos grupos: las
acetilcolinesterasas (E.C. 3.1.1.7) Yy las
butirilcolinesterasas (E.C. 3.1.1.8.). Estructuralmente, se
dividen en dos clases, la primera clase se caracteriza por
una asociacién homéloga de subunidades cataliticas identicas
en mondmeros, dimeros y tetrameros, gue varian en el grado de
hidrofobicidad, por la adicién de un glucofosfolipido en el
carboxilo terminal de las subunidades. La segunda clase es
una asociacidn heteréloga de subunidades cataliticas unidas
mediante énlaces disulfuro que pueden estar asociadas a
filamentos de coldageno (polimero asimétrico) o a lipidos de
membrana (tetramero) (George, S., Bernardo 1991)

LIBERACION DE LA AC.

La liberaciéon de AC depende del aumento de la
concentracidon de Ca* intracelular a través de 1la
despolarizacién de la membrana presinaptica lo que activa
canales de Ca” sensibles a voltaje. El mecanismo por el cual
este incremento en 1la concentracién de Ca't induce 1la
liberacidn de AC se desconoce, sin embargo, es posible que se
realice 1la fosforilacién o activacion de proteinas de
membrana gue permiten la fusién de la vesicula con la
membrana neuronal, coOmo parté del mecanismo de liberacidn.
Asi la apertura de los canales gque mueven Ca* del liquido
extracelular al interior de la terminal nerviosa, resulta ser
el detonador que dispara la fusion de numerosas vesiculas
sinapticas con la membrana plasmatica subyacente, de tal
manera que el contenido de dichas vesiculas se vacia hacia el
espacio sinaptico, una vez liberada la sustancia transmisora
se difunde a através del espacio intersinaptico y se une
selectivamente con moléculas receptores que estan presentes
en la membrana, los cuales pueden ser de dos tipos :

nicotinicos y muscarinicos. (fig 2)



RECEPTORES PARA AC

En el SNC la modulacién de la actividad neuronal se
lleva a cabo por la accidn de neurotrasmisores endogenos que
especificamente interactudan con proteinas receptores que se
localizan sobre la membrana a nivel sindpticoc de células
nerviosas. Estudios recientes identifican la multiplicidad de
receptores colinérgicos asi como los mecanismos moleculares
de la activacion de receptores, estos estudios indican que
las acciones de la AC es mucho mads compleja de lo que
originalmente se pensé (Kupfermann 1979; Bloom 1988; Mattson
1988; Nicoll 1988; Strange 1988; El-Fakahany y co0l1.1988).
Asi, la clasificacidn de los receptores colinérgicos en el
SNC de mamiferos se basa en la actividad farmacoldgica de dos
alcaloides: nicotina y muscarina, de ahi su denominacidn.

La existencia de cierta variedad de receptores que
explicaria las diferentes actividades de AC que se did a
conocer por los experimentos realizados por Dale (1914). El
receptor de tipo nicotinico para AC fue el primero en
purificarse y determinarse su estructura primaria en la rata
(Numa y col,1983; Changeux y col, 1984). )

Los receptores nicotinicos poseen una alta afinidad a
atropina encontrados en la unidén neuromuscular denominados
N1 y los N2 localizados en ganglio periférico, mientras que
los receptores muscarinicos se han clasificado como M1 y M2
de acuerdo a la alta y baja afinidad a pirenzepina
respectivamente (Hammer y col 1980; Watson y col 1983; Keller
Y col 1985). Los receptores M1 se localizan
predominantemente en cuerpo estriado, hipocampo y corteza
cerebral, los receptores M2 con alta afinidad al agente AF-DX
116 se localizan principalmente en el cerebelo y corteza
cerebral ( Watson y col 1985; Mash y col 1985; Mash y Potter
1986 Vogt 1988; Aubert y col 1992).

Estudios de biologia molecular demuestran la posibilidad

de realizar la clonacidn y la secuenciacién de receptores
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muscarinicos. En la rata, se han identificado por técnicas de
biologfia molecular, al menos cinco genes diferentes,
denominados ml, m2, m3, m4, m5 para distinguir éstos de los
receptores M1, M2, M3, identificados farmacoldgicamente
(Hulme y col 1990). Los subtipos ml, m2, y m3 parecen
coincidir con los M1, M2 y M3, los m5 presentan una afinidad
intermedia; en cambio el m4 es de alta afinidad por los gque
puede ser parte del conijunto de tipo M1 ( Schliebs., y Beas,
Z.C 1990) (fig 3).

EL SISTEMA COLINERGICO EN EI CEREBRO

Desde las primeras cuantificaciones de AC en el cerebro,
muchas de las evidencias sobre la localizacidn de vias
colinérgicas en el cerebro han sido obtenidas por estudios
hisfoquimicos para la acetilcolinesterasa (ACE). Sin embargo,
con el desarrollo de anticuerpos especificos para la colina
acetiltrasferasa (CAT) y la aplicacidn de Vtécnicas
inmunohistoquimicas para la localizacidén de estructuras
colinérgicas ha sido posible desarrollar un mapeo sobre la
distribucién de 1la neuronas y fibras colinérgicas con alto
grado de precisidn (Wainer y col.1984). Desde entonces, se ha
obtenido bastante informacidn sobre la distribucidén de
.estructuras colinérgicas en el cerebro de humanos y ratas
(Park, D.H y col 1982; levey y col 1982; y Wainer 1982;).

En esté sentido es posible definir claramente 1la
distribucion anatomica de 1las neuronas colinérgicas del
cerebro anterior basal, y sus conexiones hacia la coreteza
cerebral (Wainer y Mesulam, 1990). Asi, la corteza cerebral
es rica en AC y sus enzimas (CAT,ACE) (Kuhar,1276). De esta
manera, para dar a conocer la heterogeneidad de los nticleos
que contienen AC y a la organizacién de las proyecciones
colinérgicas, se introdujo una clasificacién que designa "ch"
y con numero progresivo a cada nucleo (chl-ch8), por lo que

las neuronas colinérgicas se localizan en el cerebro frontal
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basal (chl-ch4) proporcionan la mayor fuente de inervacion
colinérgica a la corteza cerebral, hipocampo, amigdala y
bulbo olfatorio, mientras que las neuronas colinérgicas en el
tallo cerebral (ch5-ché) proporcionan la mayor fuente de
inervacion colinérgica hacia el tdalamo, hipotalamo y cerebro
anterior basal. Un punto potencialmente importante de
interaccién directa ocurre al nivel del nucleo talamico
reticular que recibe entradas colinérgicas del cerebro
frontal basal y tallo cerebral. Las proyecciones de células
colinérgicas que parten del tallo cerebral hacia el cerebro
frontal basal constituyen otras vias a través de los cuales
estos dos sistemas pueden actuar concertadamente.(Mesulam y
col; 1983; Rye y col,1984; Saper,1984) (fig 4).

IMPORTANCIA DEL SISTEMA COLINERGICO Y SUS IMPLICACIONES

Recientemente el sistema colinérgico ha sido el foco de
atencidn de numerosos estudios neuroquimicos Y
neuropatologicos. Asi, se ha demostrado que ciertos grupos de
neurcnas colinérgicas poseen propiedades electrofisioldgicas
y anatdmicas que permiten el control de la excitabilidad del
SNC, incluyendo 1las regiones cerebrales como corteza
cerebral, hipocampo, y talamo.

Las neuronas colinérgicas constituyen el _priﬁcipal
origen de aferentes a la neocorteza en primates, carnivaros
y ratas, 1la existencia de tales proyecciones fueron
primeramente propuestos por Shute vy |Lewis (1967),
posteriormente fueron confirmadas con el estudio enzimatico
de la ACE y CAT. El papel funcional del sistema colinérgico
en el aprendizaje y 1la memoria ha sido reconocido en
numerosos estudios en humanos. También se ha demostrado la
degeneracion de neuronas colinérgicas en varias regiones del
cerebro de rata con lesiones neurotdxicas que inciden en una

deficiencia en el aprendizaje asi como en la capacidad del
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sistema visual en el individuo. En 1982 Whitehouse y col.
reportaron una pérdida. de células en los nicleos basales
magnocelulares, como también una reduccion de la actividad
cortical de CAT en pacientes con Alzheimer, desde entoces
nunerosas investigaciones han reportado que lesiones

neurotdxicas en ratas provocan dano célular en el sistema

colinérgico.
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IT.-ANTECEDENTES

Una de las caracteristicas neuropatdlogicas que se
encuentran en diversas enfermendades neurodegenerativas, como
la de Alzheimer, es la degeneracion de neuronas colinérgicas
en la corteza frontal que induce una pérdida severa de
inervacion colinérgica cortical. (Lehéricy, S., y col 1991).
Ademas estudios immunohistoquimicos han confirmado, 1la
pérdida célular de neuronas colinérgicas en los nicleos
basales de Meynert (Nagai,T; McGeer,P,L: y col 1983 ), ast
como en la region basal del estriado (Lehéricy,S; Hirsch,
E.C; y col 1989) . otros estudios indican que la actividad
de la CAT se reduce substancialmente en la neocorteza e
hipocampo asi como el numero de neuronas en los nucleos
basales de Meynert del cerebro frontal basal.

'En la enfermedad de Parkinson el sistema colinérgico
innominato-cortical y septo-hipocampal parece estar darado
por la pérdida neuronal de la substancia innominata regidn
responsable de los procesos visuales, (Candy y col 1983 ;
Witehouse y col 1983) asi como la disminucidn de la actividad
de la CAT en neocorteza e hipocampo (Ruberg y col 1983;
Dubois y col 1983). Por otro lado, se conoce ampliamente que
ciertos aminoacidos estan involucrados en la excitablidad del
SNC, como son: acido glutamico (Glu), aspartato (Asp) y
glicina. Desde hace muchos anos se reconoce que el Glu y el
Asp Se encuenetran en concentraciones elevadas (1 a 10
pmol/gr )} en el cerebro, y ejercen efectos estimulantes muy
potentes sobre la actividad neuronal. (Butcher., Hambeerger,

1987., Robinson y Coyle, 1987 ).
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El Glu ocupa una posicidén central en el metabolismo

del cerebro lo que le ha permitido ser obejeto de numerosos
estudios durante 1las ultimas decadas. Su papel en el
metabolismo fue propuesta por Krebs (1935), es una aminodcido
no esencial que no cruza la barrera hematoencefalica por lo
gue en el cerebro se sintetiza a partir de glucosa y otros
precursores por diversas rutas, la via principal parece ser
la de la glutaminasa ya que esta enzima se encuentra en altas
concentraciones en las terminales nerviosas (Colome. L. A. M
1983)(fig 5).

La idea inicial de que el Glu podria ser el principal
neurotrasmisor surgidé en 1920, anos atras se habia demostrado
gue la concentracion de Glu en el cerebro era mucho mas
elevada que en los demas tejidos, esto hizo suponer QUe
tendria un papel importante en el SNC, por lo que se le dié
una funcion metabdlica cerebral o como compensatorio de la
deficiencia aniodonica cerebral (Waelsch 1951 ), no como
neurotrasmisor. Postericrmente, se realizardon estudios en
invertebrados especificamente en miusculo de crustdceos (
Takeuchi 1964 ) donde se demostrd claramente la accidn del
Glu como neurotrasmisor. La presencia de este aminoacido no
se limita a un tipo particular de neuronas, ya que por medio
de estudios inmunoguimicos y neuroguimicos sugieren que la
mayoria de las vias glutamatergicas se proyectan desde y
hacia la corteza cerebral y el hipocampo, las vias son,
cortico-estriatal, cortico-hipocampal, cortico~cortical, y la
entorrinal- hipocampal, hipocampales y corticales que se van
hacia los nucleos hipotalamicos ( McGeer, P.L., Eccles, J.
C., y Mc Geer, E.G 1987).

NEUROTOXICIDAD DEL GLUTAMATO .
En la década pasada se incrementd el interés por el Glu,

debido al efecto neurotdxico que ejerce al acumularse en el
espacio intersinaptico (Olney 1978). El1 Glu administrado
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sistémicamente en dosis subconvulsivas a ratones neonatos
provoca una rapida degeneracion neuronal, en la periferia del
nucleo arcuato del hipotalamo y de células ganglionares de la
retina, mientras que en ratones adultos se requiere de la
administracidén intracerebral de grandes dosis para alcanzar
los niveles tdxicos. Los mecanismos a través de los cuales el
Glu produce dano neurcnal se desconocen, sin embargo, se ha
propuesto que es una consecuencia directa de la sobre
excitacion que ejerce sobre las neuronas postsinapticas. Esta
sobre excitacidn promueve la apertura de canales idnicos y
facilita la entrada masiva de Na' y Ca**, asf como de Cl™ y
agua. Sin embargo, el efecto toxico del Glu parece ser
dependinte de la entrada masiva de Ca** al interior de 1la
célula (Choi 1987) posiblemente a través de la activacidn de
receptores NMDA, el cual se ha implicado en un gran numero de
procesos patoldgicos, que incluyen cuadros de anoxia,
isquemia e hipoglicemia (Benveniste y col 1984., Globus y col
1983); y transtornos neuoroldgicos como la enfermedad de
Alzheimer, la corea de Huntington y la epilepsia, entre
otras. El Glu interactua al menos con tres tipos de
receptores en la region postsinaptica, que han sido
clasificados en base a agonistas selectivos por medio de
estudios electrofisiologicos: el ya mencionado receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), quiécualato (quis) o 3-amino-4-~
hidroxi-5-metil isooxazol (AMPA) y kainato', estos dos ultimos
denominados NO-NMDA (Keinanen y col 1990; Sommer y Seeburg
1992). ' .
En general se observa que los animales neonatos son mas
sensibles al efecto citotoxico del glu que los adultos
esto posiblemente se debe a que no existe barrera
hematoencefalica (BHE) y posiblemente también a que el
sistema de recaptura de este aminoacido aun no esta
completamente desarrolladoc (Olney 1971).

Por otra parte, estudios previos realizados en nuestro
laboratorio con ratas, muestran que desde los 14 hasta los 21
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dias de edad resulta ser la etapa mas susceptible del sistema
colinérgico al efecto del Glu, cuando se administra
necnatalmente. Asf{ los resultados mostraron una marcada
reduccion en la wunién de [°H]JQONB a los receptores
muscarinicos, en la corteza frontal y cuerpo estriado; al
mismo tiempo en estas regiones se encontrd una disminucidn en
la actividad de 1a CAT desde los 7 hasta los 21 dias de edad.
Estos resultados en su conjunto podridn indicar que el Glu
produce dano en algunas cé€lulas de tipo colinérgico en ambas
regiones, ademds de que éstos resultados se apoyan con
estudios histoldgicos realizados bajo el mismo esquema.
(Beas— Zarate C y coll%93). Asi, el efecto del Glu bajo
administracidon subcutdnea a ratas podria representar un
posible modelo en condiciones in-vivo para el estudio de los
mecanismos involucrados en la suceptibilidad a dano
citotdxico que poseen algunas neuronas del SNC, que permitan
esclarecer problemas semejantes con algunas enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer en el humano, donde se
observa una perdida neuronal cqlinérgica, mostrando este
mismo efecto en los modelos experimentales manipulados
farmacologicamete. Sin embargo, es importante resaltar gue la
gran mayoria de 1los estudios encaminados a conocer 1los
mecanismos involucrados en el dano neurocitotdxico se han
realizado en condiciones in-vitro y con el uso de rebanadas
de tejido nervioso 6 con cultivo de neuronas. Por 1o que en
el présente trabajo se realizo con el propdsito de ampliar el
conocimiento sobre éstos mecanismos del sistema colinérgico
cuantificando la actividad enzimatica CAT durante la fase

adulta de la rata.

FIBLIOTECA CENTRAL
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ITI.-HI POTESTIS.

Si el efecto citotdxico producido por la administracion
neonatal del Glutamato en ratas adultas afecta el sistema
colinérgico 1luego entoces 1la actividad de la colina
acetiltrasfefasa (E.C.2.3.1.6.) se reducira en las neuronas
colinérgicas de 1la corteza fromtal , cuerpo estriado,

hipocampo y nucelos basales de Meynert.
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IV.~ OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto del Glutamato administrado
neonatalmente sobre la actividad de la CAT en diferentes
regiones del SNC y durante el desarrollo de la fase adulta de

la rata.

CBIETIVO PARTICULAR:

Determinar la actividad de la colina acetiltrasfersa en
corteza frontal, cuerpo estriado, hipocanmpo y nucelos basales
de Meynert en ratas tratadas con Glutamato a las edades de
30, 60 y 90 dias.
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V.- MATERTIALES Y METODOS
Animales.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizardn ratas
recién nacidas de la cepa Wistar, 1las cuales fueron
mantenidas en condiciones de bioterio, esto es, con acceso
libre al agua y alimento, ciclos de luz-oscuridad de 12:12
horas, humedad relativa 45% y temperatura de 25°C.

Procedimiento Experimental.

Se trabajoé con camadas de ratas recién nacidas, una de
las cuales se tomé como grupo experimental y las otras dos
como grupo testigo. Al grupo experimental se le administrd L-
Glutamico como sal monosddica (GMS) por via subcutdnea, a una
dosis de 4 mg/g de peso en un volumen de 200 ul de agua
desionizada, esto a las edad de 1,3,5 y 7 dias posnatal. Al
grupo testigo se le administrdé una solucion de cloruro de
sodio en una concentracion equimolar (SENaCl) a la del L-GMS
Yy un tercer grupo se conformé por animales intactos. Los
animales de cada grupos fueron sacrificados a la edad de 30,

60 y 90 dias.

Preparacion del Tejido.

] Una vez (Que ios_ animales cumplieron 1la edad
prestablecida fueron sacrificados por decapitacidon y sus
cerebros fueron inmediatamente removidos y disectados en frio
(4°C) para obtener las siquientes regiones: corteza frontal;
cuerpo estriado; hipocampo y nucleos basales de Meynert. El
tejido se pesd en una balanza analitica y se homogenizd en 1
ml de solucion de sacarosa 0.25 M (4°C), se congelaron y se
mantuvieron a -20 °C para su posterior procesaminto.

Determinacidn de la Actividad de la CAT.
La actividad de la CAT se determind por el método de

Fonnum (1975) que brevemente consitid en lo siguiente: para
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iniciar el ensayo, las muestras fueron descongeladas y el
tejido se diluyé en sacarosa 0.25 M y posteriormente en una
solucidn de sacarosa triton x-100, 0.2%.

Para el ensayo se tomardn 15 ul de cada muestra de
tejido colocandose en un tubo de ensayo (800 pl de capacidad)
gue se preincubd por 30 seg en un bano a 37°C, 1luego de la
cual se agregaron 15 ul de la mezcla del sustrato que
contiene [°H] Acetil CoA 3 uM (Act. esp 1.0 ci/mm0l ), Kcl 2
M, Cloruro de colina 200 mM, EDTA 4 mM, eserina 1 mM
(inhibidor de acetil-colinesterasa), albumina de suero de
bovino 10 mg/ml, amortiguador de fosfato de sodio 200 mM, pH
7.4, esta mezcla se incub6é nuevamente durante 20 minutos.

Los testigos se realizardn con 15 pl de sacarosa en
lugar del tejido, se les adiciono 15 pl de la mezcla de
sustrato. Una vez trascurrido el tiempo, las muestras fueron
retiradas e inmediatamente se lavaron con 2 ml de
amortiguador de fosfato 10 mM pH 7.4, para detener 1la
reaccion. Finalmente, el contenido de los tubos se deposité
en viales que contenian 1 ml de Kalignost/ acetronitrilo (250
mg/ 50 ml) y se les. agregd 5 ml de tolueno puro para separar
la mezcla en dos fases. A continuacién los viales fueron
agitados durante 30 segundos para separar las dos fases, se
tomaron 2 ml de la fase organica (superior) y fueron
colocados en otro vial al cual se agregaron 5 ml de liquido
de centelleo para cuantificar la radiactividad en un contador
de centelleo liguido Beckman LS-6000. La actividad de la CAT
se exXpresa en pMoles de acetilcolina por mg de proteina por
hora. La cantidad de proteina presente se determind a partir
de la primera dilucién del tejido en sacarosa por el metodo
de Lowry. Para determinar la actividad especifica de la CAT,
se utilizé una segunda dilucién del tejido para obtener la
concentracion de proteina requerida en la reaccién enzimatica

(sacarosa triton X-100 al 2%).
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Estadistica

Los resultados se analizaron utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) con el uso de un programa de computo
denominado SPSS y con las pruebas no paramétricas de una

cola.




DIAGRAMA EXPERIMENTAL

RATAS RECIEN NACIDAS
CEPA WISTAR

TRATAMIENTO NEONATAL INYECCION SUBCUTANEA

DIAS 1,85Y7
GRUPOS TESTIGOS - | GRUPO EXPERIMENTAL
INTACTOS | | SE NaCl 1.38 mg/g GMS 4mg/gr
I I
—

| SACRIFICIO A LA EDAD DE 30,60 Y 90 DIAS

DISECCION PARA BIOQUIMICA
]
J ! v

r

CORTEZA ESTRIADO | | HIPOCAMPO N.BASALES

h 4

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
(E.C.2.3.1.6)
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VII.-. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en en el presente trabajo sobre
la actividad de la CAT se muestran por regiones a las edades
de 30 60 y 90 dias.

Corteza Frontal

Los resultados muestran que el tratamiento de Glu
durante la etapa neonatal de la rata induce una importante
reduccion en la actividad de la CAT en la corteza cerebral a
los 30, 60 y 90 dias de edad del 39%, 41%, y 23 %
respectivamente en relacidon con el grupo testigo intacto (Fig
1), mientras que la administracidn equimolar de clorurc de
sodio sdlo se modificd la actividad de la CAT a los 60 y 90
dias de edad con diferencia estadisticamente significativa
en relacidn al grupo testigo (Fig 1). La comparacidn entre el
grupo tratado con la solucidn equimolar de cloruro de sodio
mostrd una mayor actividad de la CAT a los 30 y 90 dias de
edad en relacidn al grupo tratado con glutamato (Fig. 1).
Cuerpo Estriado

En esta regiodn no se encontro diferencias significativas
a la edad de 90 dias en el grupo experimental con respecto al
grupo testigo (NaCl) (Fig 2). Sin embargo, a los 30 y 60 dias
de edad el tratamiento de Glu neonatalmente produce un
importante incremento en la actividad de la CAT respecto al
grupo testigo intacto (Fig 2), asi como tambien bajo la
administracion de la solucidn equimolar de cloruro de sodio
se observd éste incremento en relacidn con el grupo testigo
. (Fig. 2).

Hipocampo . )
A la edad de 30 dias se observé una disminucidn

estadisticamente significativa en el grupo
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experimentaltratado con Glu del orden del 61% y 46 % respecto
a los grupos control intactos y tratados con la solucidn
egquimolar de cloruro de sodio respectivamente (Fig 3).
Mientras gue a los 60 y 90 dias de edad, la actividad de la
CAT no se modifico en ninguno de los grupos que recibieron
tratamiento en relacion al grupo testigo intacto (Fig 3).

Nicleos Basales de Meynert
A los 30 y 90 dias de edad se observo.una disminucidn

estadisticamente significativa del orden del 53 % y de 30 %

"en la actividad de la CAT en el grupo experimental (GMS)

respecto al grupo intacto respectivamente, en cuanto a 1la
comparacién entre el grupo tratado con cloruro de sodio
continuo el aumento de actividad en un 25% respecto al
experiemental a la edad de 90 dias ( fig 4). mientras que a
los 30 dias no se presentaron cambios en la actividad de la
CAT. En cuanto a la edad de 60 dfas no se presentaron
cambios significativos en ninguno de los grupos que
recibieron tratamiento con respecto al grupo control (Fig 4).
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VIIT.- DI SCUSION

Un gran niumero de evidencias indican que el Glu as uno
de los neurotrasmisores excitatorios mas abundantes e
importantes-del SNC. El1 Glu también puede inducir cambios en
la morfologia sinaptica asociada a procesos de aprendizaje y
memoria, estimula a la célula al grado que puede inducir
degeneracion de dendritas, hasta la muerte celular, lo que le
confiere una participacion muy importante en el desarrollo de
algunas enfermedades neurodegenerativas (Mattson, M.P.
1989a), tales como el Alzheimer, Parkinson,
Huntington, (Maragos, W.F y col 1987) epilepsia, (Sloviter,
R.S 1983), entre otras. En algunos de estos problemas se ha
demostrado gque tanto el sistema GABAérgico como el
colinérgico resultan ser los mas vulnerables al efecto
excitotdxico del Glu. En el caso del sistema colinérgico, la
CAT ha sido uno de los parametros utilizados para demostrar
pérdida de neuronas colinérgicas en fegiones gue contienen
tanto células como terminales colirérgicas. De ésta manera,
Se observa que la actividad de la CAT como indice de
‘neurotransmisidn colinérgica se modifica en forma importante
en algunas enfermedades neurbdegenerativas(Perry, E.K. 1986
Y Ruberg, M. y col 1982a). Asi, en el presente trabajo se
determind la actividad de la CAT en regiones del SNC que
poseen aferencias glutamatérgicas; durante la fase adulta de
la rata tratada neonatalmente con Glu. Los resultados
muestran una importante disminucion en la actividad de la CaAT
principalmente en la corteza frontal Bajo el efecto del Giu
en todas las edades éétudiadas, y en los NBM a los 30 y 90
~dias, sin embargo en el estriado se observa un incremento en
la actividad de la CAT a los 30 y 60 dias de edad en los
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grupos tratados respecto al intacto cuya diferencia es
significativa, en el hipocampo sd6lo se observa reduccion
significativa a los 30 dias de edad.

En este sentido, se pueden observar diferencias
inportantes en el efecto que posee el Glu en las diversas
regiones de estudio, lo que denota evidentemente la presencia
de receptores a Glu, y esto podria traducirse en un posible
dano permanente de neuronas colinérgicas, particularmente en
la corteza cerebral y en los NMB. Los NBM se consideran como
el mayor origen de las proyecciones colinérgicas hacia 1la
neocorteza de roedores, en esta regidén encontramos
bdsicamente cuerpos heuronales y no tefminales colinérgicas
propiamente que es donde se concentra la enzima subcelular.
Sin embargo, estudios realizados con la aplicaciodn de acido
iboténico en ratones y por métodos histoquimicos e
inmunohistoquimicos se ha demostrado una pérdida de células
colinérgicas que también se refleja en la activad de CAT y
ACE. (Bogdanovic, N. y col 1993). Aungue esta neurotoxina no
es selectiva para el sistema colinérgico, se demuestra que
cuvando se lesiona con acido quiscudlico, ¢ AMPA induce una
importante reduccién en la actividad de CAT cortical. .
(Cannor, D.J., Langlais, P.J.1991 y Dunnett, S.B. y col
1991). Asi, las diferencias que se observan bajo el efecto
del Glu podrian explicarse bajo diferentes aspectos; la
concentracioén de los aminoacidos excitatorios y sus efectos
sobre otros neurotransmisores, nimero de sitios receptores,
presencia de mecanismos de‘captura, etapa de desarrcllo para
la aplicacidn de la neurotoxina y su estudio, asi como 1la
presencia de aferentes a la regidn de estudio.

En este sentido, existen diversos estudios que muestran
gue el dano neuronal inducido en algunas regiones del SKNC

_pueden estar relacionadas a la activacidén de los receptores
postsinapticos de aminoacidos excitatorios (Jorgensen y
ODiemer 1982., Rothman y Olney 1986., Choi 1988., Meldium y
Ganthwarte 1991), particularmente por exceso de liberaciodn de
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Glu al espacio extracelular (Benveniste y col 1984., Butcher
Yy col 1990., Graham y col 1990., Takagi y col 19921).

Uno de los mecanismos de danmo propuesto y ampliamente
documentado se refiere a la activacion de los receptores a
Glu tipo NMDA, ya que se ha demostrado que con la
administracidén intracerebral de Glu y agonistas al Glu como
NMDA y Quiscualico en ratas de 7 dias de edad produce dano
neuroldgico principalmente en corteza cerebral, hipocampo y
cuerpo estriado ( Richard, S.K y col 1991), por lo que
posiblemente el dano sea permanente principalmente en corteza
cerebral en la cual se observa mayores alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas, otro mecanismo puede ser posible,
que durante desarrollo las células gliales maduren y sean
capaces de éapturar al Glu y trasnformarlo a glutamina
aumentando su sfintesis y provocando su liberacién como Glu,
asi como la liberaciones de otros neurotrasmisores. tales
como el GABA que provocan despolarizacion neuronal por exceso
de concentraciodn extracelular. (Mcilwain, H., Bachelard, H.S.
1985), ésto podria explicar la reduccion de la actividad de
la CAT, principalmente en corteza por el efecto neurotoxice
de Glu, lo que posiblemente demuestra que la activacion de
los ‘receptores a Glu pueden estar involucrados en el dano
neuronal inducido por el efecto toxico de los neurotramisores
desde los 21 dias de edad (Garza, B.F. 1993), hasta la etapa
adulta (90 dias) en corteza cerebral. ‘

Por otro 1lado, el sistema glutamatérgico y el
colinérgico interactian en eventos de plasticidad sinaptica
que se consideran responsables de los procesos de aprendizaje
y memoria por lo que la vulnerabilidad de las neuronas
colinergicas puede deberse a la denslidad relativa de los
diferentes tipos de receptores a Glu, sin descartar 1la
participacién de  otros neurotransmisores, asf{ como a los
_ diferentes sistemas de traduccion de semales por 1los
receptores en particular de aquellos que se activan por

excesiva concentracidén de Glu.
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El hipocampo en particular es una regidn gue ha
recibido mucha atenciéon en cuanto a la susceptibilidad
neurotdxica que presenta ante la interaccidn del sistema
glutamatérgico y colinérgico, as{ como por su participadn en
algunos procesos cognoscitivos, de aprendizaje y de memoria
(Isaacson, R.L y Pribram, K.H 1975). Asi, el efecto del Glu
que se observa en el hipocampo sobre la actividad de la CAT
a los 30 dias de edad, pero no a los 60 y 90 dias de edad,
podria indicar que las ceélulas colinérgicas del hipocampo no
son afectadas en forma permanente por el Glu, al menos en la
edad adulta, a diferencia de lo que se observa en los NBM y
en la corteza cerebral, ya que resultados previos dg nuestro
laboratorio demustran una disminucion de unidén de [®HIQNB a
receptores muscarinicos a los 21, 30 y 60 dias de edad, e
importantes danos en el area CAl, CA2 en hipocampo.( Beas-
Zarate C y Ortumo S.D 1993), lo gue sugiere que las células
blanco del Glu en el hipocampo no son colinerigicas. En este
sentido, existen estudios in=vitro en cultivo de neuronas
hipocampales que demuestran que la acetilcolina potencia la
neurodegeneracion inducida por Glu y gue ésta es mediada por
receptores muscarinicos, lo que demuestra que las células
piramidales poseen este tipo de receptoreres (Mattson 1989Db).
Asi también, el NMDA no modifica la actividad de la CAT en
células colinérgicas del hipocampo, 1lo due apoya la
posibilidad de gue la neurotcxicidad del Glu no invelucra
inicialmente lesidén sobre células colinérgicas, sanfeliu y
col, (1990) y tambieén, Kudo y col.(1988) demostraron gue la
activacion de los receptores muscarinicos en cultivo de
neuronas hipocampales incrementa 1la liberacién de Ca*
intracelular por lo que AC puede pontenciar el aumento de Ca*
extracelular para generar la toxicidad de Glu.

Por otro lado, estudios post-morten demustran que la
actividad de CAT se reduce en humanos con Alzheimer, sin
embargo en este mismo estudio también se demuestra gue los

sitios de unidn de acetilcolina a su transportador de
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vesiculas sinapticas no se modifica, sino por el contrario se
incrementan por encima del control (Ruberg. M., Mayo. W.,
Brice.A., y col 1990). Estas discrepancias también se han
encontrado en la union de vesamicol, ligando del
transportador de acetilcolina, en hipocampo y corteza
cerebral, lo que sugiere un diferente grado de lesidn 6 al
desarrollo de un mecanismo compensatorio de las neuronas
colinérgicas que sobreviven a un efecto secundario del Glu
sobre éstas, sin embargo, la actividad de CAT se reduce en
estas condiciones, lo que podri{a indicar que la sintesis de
CAT también se afecta en estas neuronas colinergicas, pero
sin modificar aparentemente el numero de sitios de union para
acetilcolina (transportador vesicular de acetilcolina).

Por otro lado, en el cuerpo estriado en los dos primeros
meses encotramos aumento de la actividad en los grupos que se
trataroﬁ con NaCl en relaciodn al grupo intacto {fig 2). Esto
sugiere que algunas neuronas colinérgicas son sensibles a
cambios en la osmolaridad del medio por el NaCl. En este
sentido, estudios realizados im=vitre con cultivo de
neuronas se ha demostrado que la despolarizacién con KC1
40mM, incrementa la actividad de CAT en un 50% en relacion al
grupo testigo (Coral Sanfeliu y col 1990), por lo que el
aumento en la actividad de la CAT en esta condiciones podria
ser una respuesta temporal a la capacidad enzimatica o bien
a un aumento en la sintesis de protefna enzimitica de las
células colinérgicas lo que seria interesante demostrar con

estudios posteriores.
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IX.-CONCLUSIONES

1.- El1 tratamiento neonatal con Glu induce una
disminucidén en la actividad de la CAT en la corteza cerebral
Y los nicleos basales de Meynert a lo largo de todas las

edades estudiadas.

2.- El1 Nacl administrado en una concentracidn equimolar
a la del Glu, modifica de forma inespecifica la actividad de
la CAT en todas las regiones durante las diferentes edades
estudiadas, probablemente por un efecto hipertdnico del

mismo.

3.- El aumento en la actividad de la CAT que se observo
en el cuerpo estriado a los 30 y 60 dias de edad en los
grupos tratados con NaCl y Glu, puede representar un
incremento en la eficiencia sinaptica de terminales
colinérgicas, posiblemente como consecuencia de un mecanismo

de plasticidad de corto plazo.

4~ La susceptibilidad de las neuronas colinérgicas al
efecto neurotdxico del Glu depende de 1la etapa del

desarrollo, asi como de la region en estudio.
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FIGURA 1

ESQUEMA ILUSTRATIVO DE LAS REGIONES DE
ESTUDIO EN LA RATA.

Corteza cerebral (CT)} Cuerpo estr_iado (CE);
Hipocampo (HP); Nucleos basales de Meynert (NBM)
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FIGURA 2
TRANSMISION COLINERGICA.
(Tomado de Garza y Ortuno, 1993)

1.~ La liberacidén de AC requiere de Ca* extracelular,

2.-

el cual entra a la neurona cuando‘ésta es
despolarizada.

Una vez en el espacio sinaptico, la AC se combina con
el receptor postsinaptico, que pude ser de dos tipos:
nicotinicos o muscarinicos.

El mecanismo de eliminacion de la AC del espacio
intersinaptico esta relacionado con la actividad
hidrolitica la ACE. ‘

Una vez hidrolizada la AC, alrededor de un 35 a 50 % de
la colina libre es transportada de regreso a la
terminal presindptica para ser reutilizada en la

sintesis de nueva AC.
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FIGURA 3 ,
PRINCIPALES TIPOS DE RECEPTORES A ACETILCOLINA
EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE MAMIFEROS
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FIGURA 4
PRINCIPALES VIAS COLINERGICAS EN EL CEREBRO DE LA RATA

Las designaciones CH1-CH6 identifican grupos de
neuronas colinérgicas contenidas dentro de varios
nucleos del cerebro anterior y tronco crebral.
Abreviaciones: (AWG) amigdala; (CB) cerebelo;(CC)
cuerpo calloso; {CE)cuerpo estriado; (CT) corteza;
(HDB) nucleo limbico horizontal de la banda diagonal
de broca: (¥Q) hipocampo;(TDL) nuclec tegmental
dorsolateral; (SM) nucelo medio septal;(NBM} nucleo
basal de Meynert; (B®) bulbo olfatorio;{TPP)} nicleo
tegmntal pendunculopontino; {T) talamo; (RT) nucleo

~reticular talamico; (VDB) nicleo limbico vertical de

" la banda diagonal de Broca. Las interneuronas
colinérgicas se muestran esquematicamente en CT, HC, v

CE.
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FIGURA 5.
(Tomado de Ortuno Sahagun D)
ESQUEMA DE LA NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA.
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LIBERACION TONICA POR CELULAS GLIALES
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GRAFICA 1

Actividad de CAT en corteza cerebral en ratas intactas
y tratadas con NaCl y GMS a diferentes edades. Los resultados
representan la media + desviacion estandar, ep< 0.001, xp<
0.05, Op< 0.005 de 4-6 experimentos por duplicado.
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GRAFICA 2

Actividad de CAT en cuerpo estrado en ratas intactas y
tratadas con NaCl y GMS a diferentes edades . Los resultados
representan la media + desviacion estandar op< 0.01, xp<
0.05,gp< 0.00F de 4-6 experimentos por duplicado.
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GRAFICA 3

Actividad de CAT en hipocampo en ratas intactas vy
tratadas con NaCl y GMS a diferentes edades. Los resultados
expresan la media * desviacidn estdndar ep< 0.00%1 de 4-6

experimentos por duplicado.
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GRAFICA 4

Actividad de CAT en nicleos basales de Meynert en ratas
intactas y tratadas con NaCl y GMS a diferentes edades. Los
resultados expresan la media * desviacién estandar op< 0.01,

*P< 0.05 de 4-6 experimentos por duplicado.
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~ M.C. Carlos Beas Zarate, Director de tesis.-pte.
~ El expediente del alumno.

FAB>GBC>Cglr.

Campus Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jalisco, México. Tel. celular 90 (3) 677-79-36



C. Dr. Alfonso Islas Rodriguez
Jefe de la Divisién de Ciencias
Bioldégicas y Ambientales de la
Universidad de Guadalajara.

FPRESENTE

Por medio de la presente. nos permitimos informar a
usted. que habiendo revisado el trabajo de tesis que realizé
la Pasante IRMA GRICELDA ADAME GONZALEZ codigo numero
087732754 con el titulo ACTIVIDAD DE LA COLINA
ACETILTRASFERASA (E.C.2.3.1.6) EN DIFERENTES REGIONES DEL
CEREBRO DE RATAS ADULTAS TRATADAS NEONATALMENTE CON GLUTAMATO
MONOSODICO. consideramos que reune los méritos necesarios para
la impresién de la misma y la realizacidén de [os examenes

profesionales respectivos.

Comunicamos 10 anterior para los fines a que haya lugar.

Guadalajara. Jal. a 7 de Junic de 1995

ATENTAMENTE

z<
M. eB/Q{/E% os Zarate

/
SINODALES: k -~
’
QFB. Rosa Maria Dominguez Arias /{iﬁ;éi ; )

Dr. Alfonso Islas Rodriguez

Dr. Fernando Alfaro Bustamente ;éé::;;gxg Ger o b,




