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RESUMEN

El glutamato se considera como el principal neurotransmisor excitador
en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos. El interés por el
estudio de este aminoacido se increment6 a partir de las observaciones del
efecto neuroexcitatorio y neurotdxico gue induce cuando se acumula en el
espacio intersinaptico de diversas regiones cerebrales.  Con base en lo
anterior, en los ultimos 20 aflos, una de las herramientas utilizadas para tratar
de delinear los mecanismos implicados en el dafio y muerte celular (tal como se
se observa en algunas enfermedades neurodegenerativas) es el empleo del
Glu como una neurotoxina.  Asi, se ha observado que la administracién
sistémica (subcutanea o intraperitoneal) de Glu en su forma de sal monosdédica
a una dosis de 4 mg/gr de peso a ratas recién nacidas, induce lesiones a la
retina y drganos circunventriculares, asi como la disminucion de ciertos
parametros de algunos neurotransmisores en diferentes dreas del SNC. Se ha
propuesto en diversos estudios que el Glu induce dafio excitotdxico y muerte
neuronal a través de la activacion excesiva de sus receptores, particularmente
la sobreactivacion del receptor tipo NMDA. Sin embargo, se ha demostrado que
el dafto celular inducido por el Glu puede reducirse substancialmente en
diversos modelos in vitro e in vivo con el empleo del MK-801, antagonista no
competitivo del receptor NMDA. En el presente trabajo se determiné la
vulnerabilidad del sistema GABAérgico, en términos de liberacion de_ GABA en
varias regiones del SNC (corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo)
durante el desarrolio postnatal de [a rata previo tratamiento con GMS y MK-801
durante la primera semana de vida. Los resultados muestran que el GMS
reduce significativamente la liberacién basal y/o estimulada de GABA en las tres
regiones que se estudiaron en la mayoria de las etapas del desarrollo (14,21,30
y 60 dias postnatales), asimismo se observa que tal reduccion se bloguea total
0 parcialmente con la co-administracion de MK-801. Estos resultados indican
en su conjunto que el tratamiento neonatal con GMS induce un efecto citotéxico
sobre células GABAérgicas que esta mediado en gran parte por 10s receptores
NMDA, asi como posiblemente por los receptores no-NMDA, a traves de los
cuales, se inducen modificaciones importantes en el patrébn normal de desarrollo

de la liberacion de GABA en neuronas del SNC.



ABSTRACT

Glutamate (Glu) is the major excitatory neurotransmitter in the mammals
Central Nervous System (CNS). Interest had been increased over the last few
decades to study the role of Glu in the CNS, especially its neuroexcitatory and
neuroexcytotoxic effects when large quantities build up in the intersynaptic
space of several brain regions. - Accordingly, over the last 20 years, different
neurotoxins have been widely used as tools to study the mechanisms involved in
several neurodegenerative diseases, especially those related to excitatory
aminoacids such as Glu. Thus, Glu given systemically (subcutaneously or
intraperitoneally) as a monosodium salt, at a dose of 4 mg/ g body weight, to
newborn rats causes lesions to the retina, organs circumventricular and
decrease of certain markers of different neurotransmitters in several CNS areas.
There are several studies showing the cytotoxic effect and neuronal death by
excessive receptor activation, thus various Glu receptor subtypes have been
involved, especially the NMDA type. On the other hand, MK-801 has been found
to protect again Glu-related excitotoxic damage in a variety of in vitro and in vivo
models. This work evaluated the susceptibility of the GABAergic system in terms
of GABA release in various brain regions during the postnatal development of
rats after being given GMS and MK-801 during the first week of life. Results
showed that giving MSG to arat induced a significant decrease in spontaneous
andf/or stimulated GABA release in the majority of developmental stages
examined (14,21,30 and 60 postnatal days) in different regions of the CNS
(cerebral cortex, striatum and hippocampus). Furthemore, it was observed that
effect on the GABA release reduction were reversed by co-administration of MK-
801 in a total or partial manner. These results suggest that giving MSG to a rat
an early age induced a excytotoxic effect on GABAergic cells evidenced by
change in GABA release. It also sugges that these GABA-mediated responses
appear o be modulated by Glu receptors, mainly NMDA type, although the non-
NMDA type should not be discarded.
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1. INTRODUCCION

1.1 EL ACIDO y-AMINOBUTIRICO (GABA)

Actualmente se reconoce que diversos aminoacidos actian como
neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos, los
cuales con base en estudios neurofisioldgicos se clasifican en dos clases
generales : los amionodcidos excitadores como el acido glutdmico (Glu) que
despolarizan a las neuronas y, los aminoacidos inhibidores como el acido y-

aminobutirico (GABA) que las hiperpolarizan (1).

El GABA se consideré por muchos afios como un catabolito de los
microbios y plantas. Sin embargo, en 1950 Roberts(2) y Awapara(3) de
manera simultanea pero independientemente, identificaron al GABA como un
constituyente normal del SNC de los mamiferos. El interés inicial por este
aminoacido se debid al hecho de que, en el tejido nervioso de vertebrados se
encuentra en altas concentraciones, mientras en otros érgancs solo se han
encontrado cantidades muy pequefas. Obviamente se pensé que una
substancia con tal distribucién debia tener algunas caracteristicas y efectos

fisiolégicos importantes para el funcionamiento del SNC (4)

1.2 EL SISTEMA GABAERGICO EN EL CEREBRO

El GABA parece ser el neurotransmisor mas abundante en el SNC de
los mamiferos. Se estima que de un 20% a un 50% de las sinapsis del SNC son
GABAérgicas (5). Su concentracién total en el cerebro es de aproximadamente
2 umol/g de tejido, por lo que resulta ser, al menos dos érdenes de magnitud,
mayor que la de ofros neurotransmisores como la acetilcolina o las
catecolaminas. E|l GABA se considera como el principal neurotransmisor
inhibidor del SNC en la etapa adulta se distribuye en regiones tales como la

corteza cerebrat (6), el estriado (7) y el hipocampo (8). En la década de los
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cincuentas y sesentas se estudid Ia distribucion del GABA en varias regiones
del cerebro de diferentes especies tales como la rata (9,10), el gato (11), el
mono (12,13), el humano (3) y posteriormente en 20 areas del cerebro del
mono Rhesus (14), encontrandose que los niveles méas altos de GABA se

localizan en la sustancia negra y en el globo palido, seguido por el hipotalamo.

Por otro lado, se han descritc algunas vias probablemente

GABAérgicas en el SNC de mamiferos (4) como 1o son :

® | os células de Purkinje cerebelosas ——-» nlcleos profundos del

cerebelo y niclec de Deiters
® | as neuronas en canasta de la corteza cerebelosa———» céluias de Purkinje

® Las céluias de Golgi de la corteza cerebelosa—, células granulares

del cerebelo

® | as neuronas en canasta del hipocampo ________, neuronas piramidales

del hipocampo
® | a5 interneuronas del estriado

® | as neuronas del cuerpo estriado ——————* sustancia negra

® | as neuronas del globo pélido *sustancia negra

® | a5 interneuronas corticales
® [ as interneuronas retinales
@ lLas interneuronas def bulbo olfatorio

@ Las interneuronas de la medula espinal

1.3 METABOLISMO DEL GABA

Para considerar una sustancia como neurotransmisor ésta debe
producirse, almacenarse, liberarse y ejercer su efecto mediante receptores

especificos, ademas de contar con mecanismos de eliminacion de su sitio de
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accion (15). El GABA se sintetiza a partir del &acido glutamico y la enzima
responsable para su sintesis es la descarboxilasa del acido glutamico (GAD;
E.C.4.1.1.15), a diferencia de otras vias metabdlicas que son multienzimaticas,
esta enzima es el Unico paso limitante en la via bigsintética del GABA. La
reaccion catalizada por la GAD es la o descarboxilacion del acido glutdmico

quedando directamente como productos el GABA y CO, (4).

CﬂOH ﬂOOH
cTz co, ﬁHZ
CH2 - — CH2

| 7 |
CH —NH, PLP ﬁH2
COOH NH2
GLUTAMATO GABA

Se han descrito dos formas de GAD ;: GADss ¥y GADs7, tienen un peso
molecular de 65,400 daltones (Da) y 66,600 Da respectivamente (16). Cada
una de las isoformas de GAD es codificada por genes diferentes (17,18),
ambas formas estan presentes en el SNC y sintetizan GABA, ademas se
conoce que estén altamente conservadas entre los vertebrados y poseen mas
de un 95% de identidad en {a secuencia de sus aminoacidos en gato, ratdn,
rata y humano (16,19). Sin embargo, en las mismas especies, las dos formas
de GAD difieren en su secuencias de aminoacidos (s6lo 65% de identidad en la

rata), distribucién intraneuronal y su interaccion con el fosfato de piridoxal
(20,21).

La degradacion metabdlica del GABA se lleva a cabo mediante la
actividad de la enzima transaminasa del GABA (GABA-T, E.C.2.6.1.19). Esta

enzima al igual que la GAD también se ha purificado del cerebro de varias
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especies; su peso molecular es de 109,00 Da y parece estar constituida por
dos subunidades no idénticas, una de 53,000 Da y la otra de 58,000 Da. Se
localiza fundamentalmente en |la mitocondrias y al igual que la GAD también
requiere de fosfato de piridoxal como cofactor (4). Estudios pioneros de
Waelesch en 1960 (4) mostraron la existencia de una compartamentalizacién
del metabolismo del GABA, en donde se conoce que existe un pequefio
depdsito de Glu en la astroglia y otro en las terminales nerviosas, que a su vez
son el sitio de sintesis del GABA. El GABA que es captado por la astroglia se
transamina por la GABA-T para sintetizar Glu, que a su vez lo utiliza la enzima
glutamina sintetasa para formar glutamina, la cual puede ser transportada a las
terminales sinapticas en donde mediante la accién de la enzima glutaminasa se

transforma nuevamente en Glu, principal precursor de la sintesis del GABA (4).

Por otro lado, en diversas preparaciones experimentales del SNC, tanto
in viva como in vitro, se ha demostrado que el GABA se libera de las terminales
sinapticas por estimulacién de las fibras aferentes (4) o por despolarizacién con
una alta concentracién de K' en el medio (22), esta liberacién depende de la
presencia de Ca**. Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que ef GABA
puede ser liberado de terminales sinapticas mediante dos mecanismos: uno
que es independiente de Ca’* y otro que es dependiente de Ca” donde se
presenta la exocitosis de vesiculas sindpticas (23,24). En el caso de la
liberacion de GABA dependiente de Ca®, los iones Ca* entran a la terminal a
favor de su gradiente de concentracién, lo que facilita la unién de las vesiculas
con la membrana de la terminal sinéptica, activandose los mecanismos

responsables de la liberacion del GABA al espacio intersinaptico (25).

El mecanismo de eliminacién del GABA del espacio intersinaptico
consiste en la recaptura del transmisor hacia la propia terminal sinaptica, a
través de un proceso de alta afinidad (Km del orden de 10-40 M) que requiere
de Na’ y Cl"y otro de baja afinidad, en el que participan las células gliales (Km
aproximada de 300 pM) (4).



FIGURA 1

“SINAPSIS GABAérgica”
Diagrama esquematico de la neurotransmision GABAérgica

ENZIMAS : (A} Descarboxilasa del Acido Glutamico (GAD)
(B) Transaminasa del acido glutamico (GABA-T)
(C) Glutamina sintetasa
(D) Glutaminasa

1.- Sintesis de GABA

2.- Liberacién de GABA dependiente de Ca**

3.- Interaccidn con el receptor de fa membrana postsinaptica
4.- Captura de GABA por las células gliales

5.- Captura de GABA por la terminal presinaptica

6.- Conversidn de GABA a glutamato

7.~ Conversidn de glutamato a giutamina

8.- Liberacién y captura de glutamina

9.- Sintesis de glutamato
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1.4 RECEPTORES A GABA

El GABA ejerce sus acciones fisiologicas a través de distintas clases de
receptores que pueden diferenciarse en base a su selectividad para agonistas

y antagonistas especificos.

El receptor GABA,. (R-GABA,) se considera como el mas abundante
en el cerebro (26), este tipo de receptores parecen localizarse
postsinapticamente (27), su estimulacidon produce un incremento en la
conductancia al CI', lo que produce una inhibicién de la actividad neuronal
debido a una hiperpolarizacion, ademéé presenta sitios de unién a
benzodiacepinas, barbituratos, esteroides y convulsionantes que pueden
regular su actividad (28,29). Los receptores GABAg (R-GABAg) se localizan
tanto pre como postsinapticamente (30,31), estos receptores estan
involucrados en la inhibicién de la conductancia del Ca®* en diversos tipos de _
neuronas (32,33), asi como en la inhibicién presinaptica de la liberacion de
neurotransmisores, por gjemplo; en el hipocampo regula la inhibicién tanto de
la transmisidn GABAérgica (34,35) como la glutamatérgica (36,37). Por otro
lado, diversos estudios sugieren la existencia de receptores a GABA que
difieren farmacotégicamente a los GABA, y los GABAg, los cuales se han
denominado como GABA; (R-GABA), este subtipo de receptor al igual que el

GABAA. posee un canal iénico permeable a CI'(38,39).

1.5 IMPORTANCIA DEL SISTEMA GABAérgico

Desde hace varios afios se conoce gue el GABA no solamente es el
neurotransmisor inhibitorioc mas abundante en el SNC, sino que también esta
ampliamente distribuido fuera de él, ya que se ha detectado en mas de 20
tejidos periféricos tales como los ovarios, los islotes pancreaticos y los rifiones
(40). Se ha reportado que el muscimo!l (agonista del R-GABA,) inhibe la

motilidad intestinal in vivo cuando se administra sistémicamente, mientras que
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el baclofén (agonista del R-GABAg) estimula la motilidad duodenal (41). Al
GABA también se le ha implicado en la ingesta, ya que se ha observado que
los R-GABA, inhiben la actividad metabdlica en el tgjido adiposo, lo que
conduce a una reduccion en el consumo de alimento (42). Se conoce ademas
que el GABA se involucra en forma importante en la regulacion de una serie de
funciones generales como son: la actividad motora y la secreciéon de ciertas

hormonas hipofisiarias.

En algunos estudios se ha visto que la administracion sistémica de
agentes GABAérgicos induce hipomotilidad o sedacion (43,44), asimismo hay
evidencias que muestran que el GABA incrementa la secrecidon ovérica de

estradiol y reduce la de progesterona (45).

Por otro lado, se considera que el GABA juega un papel importante en
los procesos de aprendizaje y de memoria ya que hay estudios que muestran
que el sistema GABAérgico de la amigdala esta involucrado en la modulacién
del almacenamiento de la memoria (46,47). También los agonistas a GABA se

conoce que son potentes analgesicos (48).

El GABA parece estar implicado en alteraciones neuroldgicas y
mentales; se c_onsidera que una disminucion en la funcién de las sinapsis
GABAérgicas es uno de l0s principales factores en la epileptogénesis (49). Por
otro lado, estudios efectuados en fluido cerebro-espinal (FCE) de
esquizofrénicos muestran una disminucidn significativa en los niveles de
GABA (50), lo que proporciona evidencias experimentaies que sugieren la

importancia de este aminoacido en esta patofisiologia.

Asimismo, se midieron los niveles de GABA en FCE de pacientes con
estados depresivos, encontrandose reduccién en [os niveles de GABA (51).
Ademas, se ha reportado una reduccién en los niveles de GABA en la corea de
Huntington (52), asi como una disminucion en la unién de GABA en la

enfermedad de Alzheimer (53).
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Por otro lado, se han realizadgj estudios en los que se ha reportado que
en etapas tempranas del desarrollo, antes del establecimiento de la inhibicién
sinaptica, existe una maduracién temprana del mecanismo que implica la
liberacion de GABA, hecho que soporta la idea de que el GABA posee un papel
trofico importante ya que actla en procesos como la proliferacion, migracion y

diferenciacidn celular durante el desarrollo del SNC (54).

Sin lugar a dudas, el GABA es una molécula de gran importancia en la
neurobiologia. No solamente es uno de los neurotransmisores mas
ampliamente distribuido en el SNC de mamiferos, sino que ademas su accion
de tipo inhibitoria parece desemperiar un pape!l importante en Ia regulacién de

diversos procesos neuronales.

1.6 EL GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR

El acido glutdmico es un aminodcido que se considera como el
principal neurotransmisor de tipo excitador en el SNC de los mamiferos (55). La
primera demaostracion de que los aminoacidos &cidos como el Glu participan en
la excitacion del cerebro fue proporcionada por Hayashi, con experimentos en
los que se aplicé glutamato monosddico (GMS) tépicamente en la corteza
motora de perros y simios, hecho que produjo la aparicién de convuisiones
severas (56,57). Actualmente el Glu satisface los principales criterios para

‘considerarlo como un neurotransmisor.

La distribucion del Glu es ubicua en el SNC y ocupa una posicidn

central en el metabolismo del cerebro, en donde es precursor del GABA.

En el SNC de mamiferos el Glu se localiza principaimente en las
interneuronas corticales (58,59), en las aferencias corticales hacia el cuerpo
estriado (60,61), en la capa molecular del giro dentado, en las fibras musgosas

del hipocampo (62,63), en las vias cerebelares y en la médula espinal (26,64).



“SISTEMA GLUTAMATERGICO”

FIGURA 2
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Diagrama esquematico de las principales vias glutamatérgicas en el

Am
Cb
Cs
Ctx
Est
Hp
NR
Ol
SN
T

Amigdala
Cerebelo
Coliculo superior
Corteza cerebral
Estriado
Hipocampo
Nucleo rojo
Qliva inferior
Sustancia negra
Talamo

SNC de Ia rata



Am: amigdala; Cb: cerebelo; CS: coliculo superior; Ctx: corteza cerebral;
Est: estriado; Hp: hipocampo; NR: nucleo rojo; OI: oliva inferior;
SN: sustancia negra; y T: talamo
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El Glu se sintetiza a partir de la glutamina (Gin), el a-cetoglutarato o la
ornitina, siendo la GIn el principal precursor metabdlico para la sintesis de Glu
y GABA (65,66). En las células nerviosas el Glu se almacena en la terminal
presindptica dentro de vesiculas y se libera en forma dependiente de Ca*
hacia el espacio intersindptico, en donde puede actuar sobre sus receptores

postsinapticos y presindpticos y, ser capturado por la célula presinaptica o por
los astrocitos (67).



FIGURA 3
“SINAPSIS GLUTAMATERGICA”

Diagrama esquematico de la neurotransmision glutamatérgica

Enzimas: A) Ornitin amino transferasa
B) Deshidrogenasa del acido glutamico
C) Glutamina sintetasa
D) Glutaminasa

1) Sintesis de glutamato (Glu)

2) Captura de Glu en vesiculas intracelulares

3) Liberacion de Glu

4) Interaccién de Glu con receptores postsinapticos
5) Captura de Glu en células gliales

6) Conversidn a glutamina (GIn)

7) Liberacion de Gin a partir de células gliales

8) Captura de GIn por la células giiales

9) Captura de Glu por la termina presinaptica

14



NEURONA PRESINAPTICA

NEURONA POSTSINAPTICA
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1.7 RECEPTORES A GLUTAMATO

El Glu interactia con receptores especificos, los cuales se han
clasificado por la manera en que operan en: ionotrépicos (a través de la
apertura de canales idnicos acoplados al receptor y que son permeables a

diferentes cationes) y metabotrépicos (68).

Los receptores ionotrdpicos se han subdividide por su afinidad a
diferentes agonistas especificos en: N-metil-D-aspartato {(NMDA), acido 2-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA)(kainato de baja
afinidad) y Kainato (KA)(kainato de alta afinidad) (69,70). Estos receptores
poseen propiedades fisioldégicas unicas, asi como una diferente distribucidon y
desarrollo. Cada receptor esta formado por 5 subunidades polipeptidicas que
van a formar el canal a través del cual se da el fiujo de iones, la muitiple
posibilidad de combinaciones genera receptores homomeéricos ©

heteromeéricos (71), asi como diferentes propiedades funcionales.

Los receptores tipo NMDA (R-NMDA) estan conformados por diferentes
subunidades que se han denominado como NR1 y NR2A-D, se caracterizan
por su dependencia de voltaje, su permeabilidad a Ca®" y sus multiples sitios
farmaco-regulatorios, como son los sitios de unién para: glicina, fenciclidina,
dizocilpina , Mg™*, Zn®* vy poliaminas tales como la espermina y la espermidina,
asi como un sitio sensible a los cambios de oxido-reduccién (72). Los
receptores no-NMDA (AMPA y Kainato) son permeables principalmente a Na**
y K**, son los responsables de la transmisién sinaptica rapida. Los receptores
tipo AMPA estan compuestos por subunidades denominadas GIuR1-R4,
mientras que los receptores del tipo KA estan constituidos por ias subunidades
GIuRS-7, asi como KA1 y KAZ (73).
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FIGURA 4
“RECEPTORES A GLUTAMATOQ”

Diagrama esquematico de los receptores tipo ionotrépico del glutamato

RECEPTOR NMDA
NR1A-H: subunidades
SITIOS DE UNION DEL RECEPTOR: - NMDA

-GLU
-REDOX

-PA (poliaminas)
-GLI (Glicina)
-Zn*

~-MK-801 y PCP
_Mgz+

RECEPTOR AMPA/KA
GIuR5-7 y KA1-2: subunidades
SITIOS DE UNION DEL RECEPTOR: -AMPA

-AK
-GLU

_ BENZODIAZEPINAS
RECEPTOR KA
GluR1-4: subunidades

SITIOS DE UNION DEL RECEPTOR: -AK
-GLU



RECEPTOR NMDA RECEPTOR AMPA/AK

NR1A-H Y NR2A-D : GluR1- 4
AMPA

NMDA AK
GLU GLU

3,3-BENZODIAZEPINAS ©

Na Car RECEPTOR AK N e
GIURS-T y KA12
AR
GLU

Na* Ca*
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2. ANTECEDENTES

Durante afios, numerosas investigaciones se han enfocado al estudio
de aspectos relacionados con el Glu y el SNC (74,75). Parte de estos estudios
se relacionan cbn los diferentes subtipos de receptores a Glu, ya que al
parecer juegan un papel importante en la fisiclogia y patofisiologia del SNC

durante su desarrollo (76).

Hallazgos obtenidos en diversos trabajos sugieren gue los receptores a
Glu estan involucrados en procesos fisioldgicos importantes durante el
desarrolfe del SNC, como la sinaptogénesis. En este sentido, se le ha dado
relevancia al R-NMDA, ya que la activacion de éste receptor es un factor
determinante en periodos criticos del desarrollo postnatal debido a su
influencia de tipo neurotréfica relacionada con el brote, la migracion y la
sobrevivencia neurcnal (77), asi como la reorganizacién y remodelacion
sinaptica de las primeras semanas de edad postnatal (78,79). Al respecto,
existen estudios en los que se ha demostrado que el bloqueo de R-NMDA con
antagonistas especificos, inhibe la migracién celuiar, mientras que por el

contrario, la estimulacion del receptor incrementa el movimiento ceiular (80).

Por ofro lado, el interés en el estudio del Glu, después de su
establecimiento como neurotransmisor, se incremento con el descubrimiento de
su efecto toxico en tejido nervioso (67). Los primeros estudios en cuanto a su
toxicidad datan de 1957, cuando Lucas y Newhouse al estudiar el posible
efecto terapeutico de este aminoacido en una forma de degeneracion retinal
hereditaria en ratas neonatales, encontraron que contrario a lo que se
esperaba, el Glu provoco una degéneraéién aguda irreversible en las neuronas
de las capas internas de la retina (81). Estudios posteriores revelaron que no
solo la retina, sino también el nucleo arcuato del hipotdlamo y otras areas
circunventriculares, eran particularmente vulnerables a los efectos téxicos del

Glu cuando se administra sistémicamente en roedores neonatales (82).
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Posteriormente Qlney vy col. relacionaron {a activacion de los receptores a
aminoacidos excitadores como el Glu con la toxicidad, hecho que condujo al

concepto general de excitotoxicidad (83).

Asi, en base a trabajos en los que se analizé la correlacidn entre las
propiedades excitadoras del Glu y la habilidad que posee para causar dano
neurotdxico, se propuso que la activacidn excesiva de sus receptores puede
iniciar una cascada de eventos quimicos intracelulares que conducen al dafio
celular y llevan hasta la muerte celular (84). La sobreactivacion de estos
receptores se ha implicado en algunos desordenes neuroldgicos como:
isquemia cerebral, hipoglicemia, traumatismos y Ia epilepsia, asi como en las
enfermedades cronicas neurodegenerativas, entre las que se incluyen el
complejo demencia-SIDA, esclerosis amiotréfica lateral, el mal de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y Aizheimer (85,86) y otras enfermedades que se
caraterizan por presentar dafo y disminucion selectiva de neuronas

colinérgicas y GABAérgicas.

Por ejerhplo, en la enfermedad de Alzheimer [as neuronas colinérgicas
del cerebro anterior basal (87) y las neuronas piramidales del hipocampo (88)
son vulnerables al dafio, mientras que en la enfermedad de Huntington se ha
encontrado un agotamiento selectivo del GABA y la GAD; asi como de la
acetilcolina y la CAT. Sin embargo, se requieren de mas trabajos para tratar de
esclarecer 10s mecanismos que participan en el dafo celular y la vulnerabilidad
durante el desarrollo del SNC que presentan los diferentes sistemas de

neurotransmision.

Una de las herramientas que mas se han empleado para tratar de
dilucidar los mecanismos que inducen el dafio neuronal ha sido el uso de
neurotoxinas, como la administracién de! &cido glutamico en forma de sal
monosédica (GMS) por via sistémica (subcutanea o intraperitoneal) a una dosis
de 4 mg/g de peso corporal en ratas recién nacidas (89), esta dosis induce

dafio celular en diferentes regiones del cerebro. En estudios previos que se
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realizaron en nuestro faboratorio, se empled éste modelo para analizar la
influencia del GMS sobre el desarrollo del sistema colinérgico de la rata,
encontrandose una reduccién en la actividad de la CAT (90), hecho que
muestra que éste sistema es susceptible al efecto toxico del Glu. Sin embargo,
los resultados obtenidos sugieren que estas neuronas no son el Unico blanco
del dafio celular, por lo que se propuso que el sistema GABAérgico también
podria ser susceptible al efecto del Glu, ya que tanto las células colinérgicas
como GABAérgicas han mostrado ser vulnerables en las enfermedades
neurodegenerativas. ~ Posteriormente se encontrd que el Glu induce una
marcada reduccidn en la liberacion de GABA (91), lo que sugiere la

vulnerabilidad de éste sistema.

Para tratar de delinear los mecanismos de excitotoxicidad inducida por
el Giu, se did un gran avance con la observacién de Choi (92} de que la
toxicidad del Glu es dependiente de Ca™, hecho por el que se considera que
el R-NMDA es el subtipo de receptor que principalmente se implica en el dafio
y degeneracién neuronal (68), ya que su activacion permite el influjo de Ca™* a
las neuronas. Sin embargo, aungue la sobreactivaciéon de los tres subtipos de
receptores a Glu (NMDA AMPA vy Kainato) pueden inducir alteraciones
neurodegenerativas (93), el descubrimiento de que los antagonistas del R-
NMDA son neuroprotectores en los modelos animales de isquemia e
hipoglicemia (94,95), sugirié la posible participacién del R-NMDA en los

eventos celulares que se presentan en enfermedades neurodegenerativas (96).

El MK-801(dizocilpina), es un antagonista no competitivo del R-NMDA
que actia mediante el bloqueo del canal idnico, por lo que se inhibe el influjo
de Ca®'(97), considerado como un factor fundamental para la induccion del
darfio celular. Se ha establecido que la dizocilpina protege del dario
excitotoxico en diversos modelos tanto in vivo como in vitro. Asi; en estudios
realizados en cultivos de células ganglionares de la retina, se observd una
marcada reduccion en el dano celular después de haberse expuesto a Glu (98),

asimismo, en estudios realizados en la retina de embridn de pollo, se ha
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establecido que la dizocilpina es el componente protector mas potente después
del dafio inducido por el NMDA (99), éste mismo efecto se observo en cultivos
primarios de corteza de ratdén (100) y en cultivos de hipocamo después de la
exposicion al NMDA (101). La dizocilpina aplicada sistemicamente tambien
protege de la degeneracidén neuronal en el cerebro de la rata después de la
inyeccién intracerebral del NMDA y agonistas relacionados (102). Se ha
demostrado que la dizocilpina protege del dafio celuiar en diversos modelos

animales de isquemia.

Asi, con base a lo anteriormente descrito, el presente trabajo se disefid
para determinar el efecto que tiene la administracion neonatal de GMS y MK-
801 en la rata (durante ta primera semana de vida) sobre la neurotransmision
GABAérgica en regiones del SNC con inervacion glutamatérgica durante el
desarrollo postnatal de la rata. Esto nos permitird profundizar en los
mecanismos involucrados en la vulnerabilidad y el dano celular inducido por

Glu sobre las células del SNC.



PLANTEAMIENTO
DEL

PROBLEMA
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Glu es el principal neurotransmisor excitador en el SNC de los
mamiferos. Diversos estudios muestran que la administracion neonatal de Glu
en su forma de sal monosodica (GMS) induce degeneracion neuronal en
regiones cerebrales con inervacion glutamatérgica como son: la corteza
cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo; regicnes susceptibles en diversos
padecimientos neurodegeneratives como las enfermedades de Aizheimer,
Huntington, y Parkinson, en las que se ha visto que se afectan diversos
sistemas de neurotransmisién. Se ha propuesto gue el efecto neurocitotoxico
que ejerce el Glu esta mediado a través de |la sobreactivacion de [os diferentes
subtipos de receptores a Glu, particularmente los de tipo NMDA. Estudios
recientes realizados en nuestro laboratorio muestran que el sistema
GABAérgico es un blanco importante del dafio celular ya que el Glu induce una
importante medificacion en la liberacién de GABA. Con base a lo anterior, en
el presente trabajo se pretende analizar los efectos resultantes de fia
administracion neonatal de Glu, y el blogueo de los receptores tipo NMDA, en
regiones del SNC con inervacién glutamatérgica, durante el desarrollo
postnatal de la rata, lo que permitira precisar algunos de los mecanismos sobre

la toxicidad del Glu en las células GABAégicas.



HIPOTESIS
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4. HIPOTESIS

Si la administracion neonatal de GMS reduce la liberacion de GABA
durante el desarrollo por sobreestimulacion de los receptores a Glu en etapas
tempranas, luego entonces el tratamiento con algun antagonista a receptores a

Glu, permitira eliminar este efecto.



OBJETIVOS
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5. OBJETIVOS

GENERAL :

Analizar la liberacién de GABA en diferentes regiones del cerebro de

ratas tratadas neonatalmente con GMS y en presencia de MK-801.

PARTICULARES :

1} Determinar la liberacion de GABA en rebanadas de tejido de la
corteza frontal, el estriado y el hipocampo a diferentes edades

(14,21,30 y 60 dias) en ratas tratadas necnataimente con GMS.

2) Determinar la liberacibn de GABA en rebanadas de tejido de la
corteza frontal, el estriado y el hipocampo a diferentes edades
(14,21,30 y 60 dias) en ratas tratadas neonatalmente con MK-801.

3) Determinar la liberacion de GABA en rebanadas de tejido de la
corteza frontal, el estriado y el hipocampo a diferentes edades
(14,21,30 y 80 dias) en ratas tratadas neonatalmente con GMS vy
MK-801.



MATERIAL
Y
METODOS
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

El glutamato monoséddico (GMS), el acido aminooxiacético (ACAA) v el
MK-801 se adquirieron de Sigma Chemical Co., St. Lucis MO, USA . El resto

de los reactivos se obtuvieron de la maxima calidad disponible en el mercado.

Et 4cido gamma-[2,3-’H(N)] -aminobutirico ([*H]-GABA: act.esp.36.8
Ci/mol) se adquirié de New England Nuclear, Du PontCo., Wilmington, USA.

6.2 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas prefiadas de la cepa Wistar que se mantuvieron en
jaulas por separado bajo condiciones de bioterio, esto es; con acceso libre al
agua y al alimento, con periodos de luz y obscuridad con ciclos de 12 x 12 hrs,
temperatura 6ptima (23 y 25 °C) y en jaulas por separado. EI dia del
nacimiento todas las camadas se ajustaron a 8 crias por hembra y se procedid
al tratamiento y formacion de grupos. Para la realizacion de [os experimentos
se emplearon ratas macho. Todos los animales que conformaron los diferentes

grupos eran de camadas en paralelo.

6.3 DISENO EXPERIMENTAL
Los animales empleados se dividieron en siete grupos :

| Animales intactos, sin tratamiento alguno.
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I Administracién subcuténea (sc) de una soiucién de NaCl equimolar
a la del GMS (SENaCl) (1.38 mg/g de peso corporal) a los dias 1,

3, 5y 7 de la vida postnatal, una inyeccién diaria.

I Administracion s¢ de MK-801 (0.1 mg/kg de peso corporal) (103) en

los dias postnatales 1,3,5y 7.

IV Administracién de GMS por via sc (4 mg/g de peso corporal) en los
dias postnatales 1,3,5y 7.

V  Administracion sc de NaCl y MK-801 en las mimsmas dosis, los

dias postnatales 1, 3, 5, y 7.

VI Adminstracion de GMS y MK-801 por via sc a las dosis antes

descritas en los dias postnatales 1, 3,5y 7.

Alos 14, 21, 30 y 60 dias después del tratamiento neonatal, una parte
de los animales fueron sacrificados por decapitacion, se extrajo el cerebro y se
disecaron la corteza cerebral, estriado y el hipocampo. Durante la diseccidn el

tejido cerebral se mantuvo a 4°C en una solucion de sacarosa 0.32 M.



7. DIAGRAMA EXPERIMENTAL

RATAS WISTAR (MACHO)

TESTIGOS EXPERIMENTALES
v

MK-801 SENaCl SENaCl+
1.38 mg/Kg MK-801

TRATAMIENTO PERINATAL
1,3,5Y 7 DIAS DE EDAD

GMS
4 mg/gr

INTACTO

I CORTEZA FRONTAL

EXPERIMENTOS DE LIBERACION
DE GABA <3H>

} % DE LIBERACION '
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6.5 EXPERIMENTOS DE LIBERACION DE GABA - [3H]

Los experimentos de liberacion de GABA se realizaron de acuerdo a
Beas-Zarate y col (104). Consistieron en [0 siguiente: las rebanadas del tejido
(25 mg) se colocaron en 1ml de medio Krebs-bicarbonato (de recaptura) y se
transfirieron a un bario Maria con agitacién a 37°C para preincubarse por 10
min, después se les adiciond 10 pl de GABA-[’H] (10uM) y la incubacion se
prolongd por 20 min mas. Al término de este tiempo las rebanadas de tejido se
depositaron en un sistema de perfusion Brandel SP-068 y se hicieron dos
tavados con medio Krebs-bicarbonato (con KCI 3mM); el primer lavado se
realizé a una velocidad de 1.2 mi/min durante 5 min, mientras que el segundo
lavado se realizd a 0.5 mlfmin. Para cada regidn se emplearon dos vias de
perfusion en paralelo; una de éstas para determinar la liberacion basal
mediante el emplec de medio Krebs-bicarbonato que contenia KCI (3mM)
durante la reccleccidn de 10 fracciones independientes de 5 min cada unay &
un flujo 0.5 ml/min; en la otra via se determind la liberacién estimulada, para
ello se recolectaron las tres primeras fracciones para obtener la liberacién
basal, posteriormente en la fraccion nimero 4 se cambié a un medio que
contenia una concentraciéon alta de KCI (53 mM) para inducir la liberacion
estimulada, finaimente se regresa al medio normal a partir de la fraccion

numero 8 y se colectan dos fracciones mas.

Al finalizar las recolecciones se agregd 5 ml de liquido de centelleo
{cocktail Ready safe Beckman) y se cuantificé la radiactividad en un contador
de centelleo liquido LLS-6000SE.

Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de GABA-[H]

liberado respecto a la cantidad total de GABA—[3H] incorporado en el tejido.
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A) COMPOSICION DE LOS MEDIOS EMPLEADOS EN LOS

EXPERIMENTOS DE LIBERACION DE GABA

RECAPTURA LIBERACION BASAL LIBERACION
ESTIMULADA
NaCl 10 mM NaCl 115 mM NaCl 65 mi
KCi 3mM KCI 3 mM KCI 53 mM
MgClz 1.2 mM NaH.PO, 1.2mM NaH,P0O, 1.2 mM
Na,HPQO, 1.2 mM MgSO, 1.2 mM MgSO, 12mM
NaHCOs; 25 mM NaHCO, 25 mM ‘NaHCOs; 25 mM
CaCl, 1.5 mM Glucosa 10 mM Glucosa 10 mM
Glucosa 10 mM CaCl, 1.5 mM CaCl, 1.5 mM

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se procesaron mediante |la prueba de analisis

de varianza (ANOVA) y se expresaron como el promedio de 4-6 experimentos

realizados + |a desviacién estandar de la media.

El nivel de significancia

aceptado fue de p<0.05 para considerar significativas las diferencias.




RESULTADOS
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8. RESULTADOS

Con respecto a la liberacién basal de GABA-[SH], se graficaron
solamente los resultados de aquelios grupos que fueron estadisticamente
diferentes respecto al grupo testigo intacto. Ademas, en élgunas gréficas' en
las que se muestra la liberacion basal, se encontrd que varios grupos testigos o
experimentales mostraron un patrén de liberacion muy similar, sin observarse
diferencias estadisticamente significativas, por lo que se representd el valor

promedio de esos grupos.

Corteza cerebral

La administracion de GMS indujo una reduccion significativa en la
liberaciéon basal de GABA a los 14, 30 y 60 dias de edad postnatal (EP)
respecto al grupo testigo (Gréaficas 1A, 2A y 2C). Por el contrario, la co-
administracion de GMS con MK-801 increment? la liberacién de GABA a los 14,
30 y 60 dias (Graficas 1A, 2A y 2C), tal incremento superd los niveles de
liberacion correspondientes al grupo testigo a los 14 y 60 dias (Graficas 1Ay
2C). Alos 30 dias no se alc‘:'anzé el nivel de liberacién basal del grupo testigo
(Grafica 2A). De igual forma, se encontré que la co-administracion de NaCl
con MK-801 indujo un incremento estadisticamente significativo en la liberacion
basal de GABA respecto al grupo testigo Unicamente a los 60 dias (Gréafica
2C). Finalmente se observd que a los 21 dias no se modificd la liberacién

basal de GABA bajo ningun tratamiento (Grafica 1C).

Por otfro lado, los resultados referentes a |a liberacién estimulada de
GABA, expresados como sobreflujo, muestran gque tanto el tratamiento con
GMS como la SENaC! indujeron una importante reduccidn en la liberacion

estimulada de GABA alos 14 y 21 dias respecto al grupo testigo (Graficas 18
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y 1D), tales reducciones se contrarrestan con la co-administracion de MK-801,
asi; a los 14 dias {a combinacién de GMS+MK-801 y NaCl+MK incrementaron
la liberacién estimulada de GABA en comparacion al grupo testigo (Grafica 1B),
mientras que a los 21 dias la combinacion de NaCl+MK-801 no difiere de la
liberacion del grupo testigo (Gréfica 1D). A los 30 dias el NaCl indujo una
ligera reduccion (estadisticamente significativa) en la liberacion de GABA-[*H]
(Grafica 2B), que combinacion con el MK-801 se incrementd respecto al grupo
testigo (Gréfica 2B). A esta misma edad, el GMS indujo un incremento
significativo en la liberacion de GABA-[’H], efecto que se revirtié en

combinacién con el MK-801 (Grafica 2B).

A los 60 dias el NaCl no posee efecto sobre la liberacién estimulada de
GABA solo 6 en combinacion con MK-801(Gréfica 2D). Asimismo se observd
que el GMS indujo un incremento en la liberacidn estimulada de GABA desde
los 30 hasta los 60 dias de en comparacion al grupo testigo, en cambio la co-
administracién de GMS con MK-801 no modificé la liberacion GABA-[*H]
respecto al grupo testigo (Graficas 2B y 2D). Finalmente se encontré que la
administracién de MK-801 soélo indujo un incremento en la liberacién
estimulada de GABA a los 14 dias respecto al grupo testigo (Gréfica 18), pero
a los 30 y 60 dias se observd una reduccién significativa en la liberacién de

GABA-’H], en comparacién con el grupo testigo (Gréficas 2B y 2D).
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GRAFICA 1

Grafica correspondiente a la liberacién basal y estimuiada de GABA-[’H] en
corteza cerebral a los 14 y 21 dias postnatales (EP) realizada en animales:
intactos (T), fratados con: MK-801, SENaCl (NaCl), SENaCl+MK-801
(NaCl+MK-801), GMS y GMS+MK-801.

1A) Liberacion basal ala EP14 y 1B) Liberacion estimulada a la EP14

1C) Liberacidn basal alaEP21 y 1D) Liberacién estimulada a la EP21

e p<0.05 comparacion vs testigo (T)
* p<0.05 NaCl+MK-801 vs NaCl
) p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

® p<0.05 comparado vs MK-801

1C) Las gréficas muestran la liberacion basal del grupo testigo (T)

debido a que el resto de los grupos no presentaron ninguna diferencia

estadisticamente significativa respecto a este grupo.
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GRAFICA 2

Grafica correspondiente a la liberacion basal y estimulada de GABA-[H] en
corteza cerebral a los 30 y 60 dias postnatales (EP) realizada en animales:
intactos (T), tratados con: MK-801, SENaCl (NaCi), SENaCIl+MK-801
(NaCl+MK-801), GMS y GMS+MK-801.

2A) Liberacién basal ala EP30 y 2B) Liberacion estimuiada a la EP30

2C) Liberacion basal ala EP60 y 2D) Liberacién estimulada a la EP60

» p<0.05 comparacién vs testigo (T)
* p<0.05 NaCi+MK-801 vs NaCl
[0 p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

®p<0.05 comparado vs MK-801
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Estriado

La liberacion basal de GABA se redujo ligeramente a los 14 dias en los
animales tratados con GMS, GMS+MK-801 y los tratados unicamente con MK-
801, en comparacidn a! grupo testigo (Grafica 3A); y sblo la co-administracion
de NaCl con MK-801 incrementd la liberacion basal de GABA en relacion al
grupo testigo (Grafica 3A). El resto de los grupos no presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo testigo. En tanto que, a los 21, 30 y 60 dias
los resultados muestran que la liberacién basal de GABA no se modificd bajo
ningun tratamiento en comparacién con el grupo testigo (Gréficas 3C, 4A y
4C).

En relacion a la liberacidn estimulada de GABA, los resultados
expresados como sobreflujo mostraron que a los 14 dias, tanto el NaCl como el
GMS redujeron la liberacion de GABA. La administracion del MK-801 en
combinacion con GMS incremento dicha liberacion de GABA en comparacion al
grupo testigo, en tantc que la combinacidon con NaCl produjo resultados
semejantes a los observados con el grupo testigo (Grafica 3B). Desde los 21
hasta los 60 dias el NaCl y GMS redujeron |a liberacion estimulada de GABA,
sin embargo la combinacion de GMS con MK-801 revirtié parcialmente este
efecto, sin alcanzar el nivel normal de liberacion de GABA que se produjo en el
grupo testigo {Graficas 3D,4B y 4D). En esta regién, el MK-801 incremento la
liberacién estimulada de GABA a los 14 dias respecto al grupo testigo (Gréfica
3B) en tanto que, a los 21 y 60 dias se observd una reduccién significativa en
la liberacion estimulada de GABA (Gréficas 3D vy 4D).
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GRAFICA 3

Gréfica correspondiente a la liberacion basal y estimulada de GABA-{’H] en
estriado a los 14 y 21 dias postnatales (EP) realizada en animales: intactos (T),
tratados con: MK-801, SENaCl (NaCl), SENaCl+MK-801 (NaCl+MK-801),
GMS y GMS+MK-801.

3A) Liberacion basal ala EP14 y 3B) Liberacion estimulada a la EP14

3C) Liberacion basal ala EP21 y 3D) Liberacion estimulada a la EP21

e p<0.05 comparacidén vs testigo (T)
* p<0.05 NaCH+MK-801 vs NaCl
[} p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

®p<0.05 comparado vs MK-801

3C) Las graficas muestran la liberacion basal del grupo testigo (T)
debido a que el resto de los grupos no presentaron ninguna

diferencia estadisticamente significativa respecto a este grupo.
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GRAFICA 4

Gréfica correspondiente a la liberacion basal y estimulada de GABA-[°H] en
estriado a los 30 y 60 dias postnatales (EP) realizada en animales: intactos (T},
tratados con: MK-801, SENaCl (NaCl), SENaCI+MK-801 (NaCl+MK-801),
GMS y GMS+MK-801.

4A) Liberacidn basal a la EP30 y 4B) Liberacién estimulada a la EP30

4C) Liberacion basal a la EPS0 y 4D) Liberacion estimulada a la EP60

¢ p<0.05 comparacién vs testigo (T)
*+ p<0.05 NaCl+MK-801 vs NaCl
0 p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

®p<0.05 comparado vs MK-801

4A}) y 4C) Las graficas muestran la liberacidn _basal del grupo testigo (T) debido
a que el resto de los grupos no presentaron ninguna diferencia

estadisticamente significativa respecto a este grupo.
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Hipocampo

Los resultados mostraron que a los 14 dias los grupos tratados con
GMS o NaCl redujeron significativamente la liberacién basal de GABA en
comparacion con el grupo testigo, mientras que en el resto de los grupos no se
observé ningun efecto (Grafica 5A). A los 21 dias los grupos tratados con
NaCi, GMS, MK-801 y la combinacién de NaCl con MK-801 indujeron una
reduccién significativa en la liberacién basal de GABA respecto al grupo testigo
y en los grupos restantes no se observo ningun efecto (Gréfica 5C). A los 30
dias el MK-801, la co-administracién de GMS con MK-801 y el GMS redujeron
la liberacién basal respecto al grupo testigo, observandose en forma més
evidente con el GMS; por el contrario, la combinacién de NaCl con MK-801

incrementé Ia liberacion basal en comparacion al grupo testigo (Grafica 6A).

Finalmente, a los 60 dias se observd que el GMS redujo la liberacion
basal de GABA, en tanto que el MK-801 y la combinacién de MK-801 con NaCl
6 GMS incrementd la fiberacion basal de GABA respecto al grupo testigo
(Grafica 6C).

Por otro lado, en los resultados relacionados con la liberacion
estimulada de GABA se encontré que a los 14, 21 y 60 dias en los grupos
tratados con NaCl & GMS se redujo significativamente la liberacidn estimulada
de GABA (Gréficas 5B,5D y 6D), este efecto se contrarrestd parciaimente con
la co-administracion de MK-801 a los 14 dias, ya que no se alcanzé el nivel de
liberacion del grupo testigo (Grafica 5B), sin embargo, también se observé que
a los 21 y 60 dias el MK-801 contrarrestd parcialmente tal liberacion, pero
Unicamente en combinacion con GMS (Graficas 5D y 6D). La combinacion de
NaCl con MK-801 a los 21 dias no madificd la liberacién estimulada observada
solo con NaCl (Grafica 5D), pero a los 60 dias el MK-801 redujo la liberacién
en forma mas significativa (Grafica 6D). Por el contrario, a los 30 dias, el NaCl

o el GMS provocaron un incremento en la liberacion estimulada de GABA en
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comparacién con el grupo testigo, tal incremento se redujo en el grupo de
animales a los que se les co-administré GMS con MK-801 (Gréafica 6B). En el
grupo tratado con MK-801 se produjo una reduccidén estadisticamente
significativa en la liberacion estimulada de GABA a los 14, 21 y 60 dias,
mientras que a los 30 dias no resultd ninguna diferencia respecto al grupo
testigo (Graficas 5B,5D y 6D).
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GRAFICA S

Gréfica correspondiente a la liberacion basal y estimulada de GABA-{’H] en
hipocampo a los 14 y 21 dias postnatales (EP) realizada en animales: intactos
(T), tratados con: MK-801, SENaC! (NaCl), SENaCI+MK-801 (NaCl+MK-801),
GMS y GMS+MK-801.

5A) Liberacién basal a la EP14 y 5B) Liberacion estimulada a la EP14

5C) Liberacion basal a la EP21 y 5D) Liberacion estimulada a {a EP21

» p<0.05 comparacion vs testigo (T)
* p<0.05 NaCl+MK-801 vs NaCl
0 p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

@®p<0.05 comparada vs MK-801



HIPOCAMPO
EP 14

DN
e

FaWas

o

LIBERACION DE GABA (%)

V]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 GMS MK-801 NaChH GMS+
MK-801 MK-801

-
Z
]
o

EP 21

SOBREFLUJO " DE GABA (%)

NN
$&

1 L L 1 1 L | ] 1 ] 0

GMS  MK-801 NaCl+ GMS+MK
MK-801

-
=
n
Q

1 2 3 4 5 6 7 8 8 10
—o= T —4= Na,GMS,MK-801,Na+MK-801

No. DE FRACCION



52

GRAFICA 6

Gréfica correspondiente a la liberacion basal y estimulada de GABA-[*H] en
hipocampo a los 30 y 60 dias postnatales (EP) realizada en animales: intactos
(T), tratados con: MK-801, SENaCl (NaCl), SENaCl+MK-801 (NaCl+MK-801),
GMS y GMS+MK-801.

6A) Liberacién basal ala EP30 y 6B) Liberacién estimulada a la EP30

6C) Liberacion basal a la EP60 y 8D) Liberacion estimulada a la EP80

¢ p<0.05 comparacion vs testigo (T)
* p<0.05 NaCl+MK-801 vs NaCl
[ p<0.05 GMS+MK-801 vs GMS

®p<0.05 comparado vs MK-801
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9. DISCUSION

Actualmente se conoce que el Glu media la excitacion neuronal en la
mayoria de las sinapsis del SNC de los mamiferos (105), sin embargo, la
relevancia de esta molécula no solo radica en su participacion en procesos
fisiologicos a través de sus diferentes subtipos de receptores, sino también en
sus efectos neurotdxicos (106). De manera particular se ha destacado al R-
NMDA debidc a que es un subtipo de receptor a2 Glu que participa en eventos
de suma importancia como son el crecimiento y la migracidén neuronal (107), asi
como el establecimiento de |a arquitectura neuronal (108) durante el desarrollo
del SNC. Por otro lado, a este receptor también se fe ha implicado en diversos

procesos neuropatologicos (109).

Con base en lo anterior, puede considerarse entonces gque una
alteracion en los niveles o6ptimos de Glu podrian modificar no sélo el
establecimiento de circuitos neuronales, sino también favorecer el desarrollo de
trastornos neurologicos en la edad adulta. Asi, el presente trabajo se realizd
con el propésito de analizar los efectos resultantes de la administracion
neonatal de Glu, asi como el bloqueo de los R-NMDA con MK-801, sobre la
liberacion de GABA en regiones con inervacidén glutamatérgica, como son la
corteza cerebral, el estriado y el hipocampo durante el desarrollo del SNC de la

rata.

Los resultados obtenidos en este trabajoc muestran que el GMS
modificd el patron normal de liberacion de GABA en las diferentes regiones que
se analizaron en las distintas etapas del desarrollo postnatal, o que a su vez

sugiere una alteracion en el desarrollo de las neuronas GABAérgicas.

En el caso de la corteza cerebral, el GMS redujo en forma importante la
liberacién basal y estimulada de GABA en los primeros 21 dfas de vida. Por

otro lado, el efecto del GMS fue menos severo después de los 30 dias, debido
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a que unicamente se redujo la liberacion basal de GABA, y la estimulada se

restablece totalmente.

Estos resultados en su conjunto muestran que, en la corteza cerebral
las células GABAérgicas fueron susceptibles al Glu, principalmente en etapas
tempranas del desarrollo (en las primeras tres semanas ) y que éste efecto es
mediado por los R-NMDA, ya que cuando se redujo la liberacion de GABA

basal o estimulada, el MK-801 revirtid este efecto.

La suceptibilidad que se refleja en los primeros 21 DP con una
reduccion marcada en la liberacion de GABA probablemente se relacione con
una lesion y,0 pérdida de células GABAérgicas, ya que diversos estudios
muestran que la administracion postnatal de Glu durante la primera semana de
edad induce efectos citotoxicos sobre diversos tipos de neuronas, por lo que se
propone dque en etapas tempranas del desarrollo existe mayor susceptibilidad
al dafio inducido por Glu (110), esto posiblemente se debe a que los sistemas
de recaptura para el Glu no estan completamente desarrollados y a que ia

barrera hematoencefalica no esta totalmente establecida (110).

Por otro lado, estudios recientes muestran que los receptores a Glu
estan presentes en el SNC desde etapas muy tempranas del desarrollo
(111,112), tal es el caso del R-NMDA, al cual se le ha implicado en ia
reorganizacion y remodelacion sindptica durante las primeras 3 semanas de
edad postnatal en la rata (113). Sin embargo, se conoce que la activacion de
éste receptor produce un incremento en la concentracion intracelular de caicio,

al cual se le ha implicado con la toxicidad y la muerte neuronal.

Aunado a ello, se ha observado que dentro de la corteza a partir del dia
3 y hasta los 21 dias de vida postnatal, existe un importante crecimiento
dendritico asociado con la aparicién de circuitos neuronales intrinsecos tipo
GABAérgico , asi como la presencia de receptores tipo GABAA(114,115), por lo
tanto, si se toma en cuenta lo mencionado anteriormente, puede considerarse

que la sobreactivacion de los R-NMDA en los primeros dias de edad postnatal
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pudiera constituir un factor importante en el establecimiento de la arquitectura y
la comunicacién interneuronal, y consecuentemente modificar en forma
determinante ia fisiologia de las sinapsis de tipo GABAeérgico. En este sentido,
es probable que la reduccién en la liberacion de GABA en la corteza cerebral
sea producto de una pérdida de células GABAérgicas inducida por GMS via R-
NMDA en etapas de desarrollo temprano de la corteza cerebral. Por otro lado,
es probable que la reduccidn en la liberacién de GABA sea resultado de una
alteracion a nivel de la sintesis del GABA. Estudios recientes realizados en
nuestro laboratorio (en preparacion) muestran que a los 21 dias el GMS reduce
la actividad de la GAD en |a corteza cerebral, debido a una disminucién en la

cantidad y en la afinidad de la GAD por el sustrato.

Por otro lado, los resultados que se obtuvieron a los 30 y 60 dias,
probablemente se deben a una respuesta de tipo plastico por parte de las
neurcnas GABAérgicas que prevalecen ante el efecto que induce el Glu.
Estas neuronas probablemente incrementan su eficiencia sinaptica para liberar
mas GABA como una forma de compensacion funcional de las neuronas
dafadas. La ligera reducciéon que indujo la combinacién de GMS y MK-801
sobre {a liberacion estimulada de GABA a los 30 y 60 dias probablemente sean
el resultado de dafio inducido por el MK-801 a células GABAérgicas. Al
respecto, estudios realizados por McDonald y colaboradores (116) muestran
que en presencia de NMDA, el MK-801 tiene la capacidad de inducir un
incremento rapido y persistente en la unién de Glu, esto conduce a que el
cerebro sea mas sensible al dafo y a que decline el efecto neuroprotector del
MK-801.

Con referencia a la regidén del estriado, los resultados indican que es
una region susceptible a la administracion neonatal de GMS, ya que éste
redujo la liberacion estimulada de GABA en todas la etapas estudiada del
deéarrollo postnatal. Sin embargo, esta reduccidn parece ser sélo en la
capacidad de respuesta de las células para liberar GABA, ya que la liberacion

basal practicamente no se modificd durante el desarrollo. El efecto que indujo
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el GMS en ésta regién parece estar mediado en parte por los R-NMDA, ya que
el MK-801 lo revierte parcialmente. Al respecto, existen trabajos que muestran
que la composicion del R-NMDA varia durante el desarrollo del SNC (117). Se
ha demostrado que el R-NMDA esta constituido por la combinacidon de dos
tipos de subunidades denominadas como NMDARA (NR1) y NMDAR2 A-D
(NR2A-NR2D) (118,119) y se ha concluido que la subunidad NR1 es esencial
para formar R-NMDA funcionales, mientras que las subunidades NR2 son las
determinantes moleculares para la diversidad funcional (120). Ademas, se ha
demostrado que la toxicidad o dafio inducido por agonistas a Glu es mayor
cuando se coexpresan NR1/ NR2A o NR1/NR2B, sin embargo la toxicidad es
menor en el Ultimo caso (121,122). Las combinaciones de las subunidades y el
incremento en la toxicidad se correlacionan con un incremento en |a
permeabilidad del calcio a través de los receptores (123). Estudios recientes
realizados en nuestro laboratorio muestran que el GMS induce un incremento
significativo en la expresion del RNAm que transcribe a las subunidades NR1,
NR2A y NR2B (en preparacion) en el estriado en la etapa adulta. Estos
resultados apoyan la posibilidad de que el GMS puede modificar el nivel de
expresion de las subunidades del R-NMDA con repercusiones en la eficiencia
sindptica de las células GABAérgicas. A su vez, no se descarta la posibilidad
de que el efecto que induce el GMS podria estar mediado por los receptores
del tipo No-NMDA (R No-NMDA) 6 tipo metabotrépico, debido a que existe una
serie de estudios realizadoes tanto in vivo como in vitro que sugieren que la
estimulacion excesiva de los R no-NMDA puede dafiar o destruir las neuronas
(124).

Por los resultados que se obtuvieron, puede deducirse que el
hipocampo fue la region cerebral mas vulnerable a la administracién de GMS.
El efecto que induce el GMS esta mediado parcialmente por los R-NMDA. En
esta region, la liberacion tanto basal como estimulada de GABA se redujeron
significativamente a los 14 y 21 DP, hecho que sugiere pérdida de células

GABAérgicas, ademas; bajo estas circunstancias el MK-801 no antagoniza
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totalmente éste efecto. Sin embargo, a los 30 DP se observa unicamente un
incremento en la liberacidn estimulada, esto probablemente se deba al
desarrolio de mecanismos compensatorios de las células GABAérgicas que
permanecen viables como parte del fenomeno de plasticidad neuronal. Lo
anterior se apoya con estudios en los que se propone gue, aun cuando los
circuitos neuronales estan totalmente estabiecidos, algunas sinapsis pueden
modificar sus propiedades como resultado de una alteracion en la actividad
neuronal. Los mecanismos compensatorios pueden presentarse como un
decaimiento en la actividad sinaptica o una facilitacidon de la misma (125). Sin
embargo, en el hipocampo éste proceso plastico es de corto plazo, ya que la
liberacién de GABA se reduce en forma muy evidente en la etapa adulta y el
MK-801 no revirtid totalmente éste efecto, lo que indica un dafo marcado y la

insuficiencia de la respuesta de las células GABAérgicas hipocampales.

Por otro lado, se conoce que el GABA permite el infiujo de iones Cl" a
través de los receptores GABAa en el hipocampo de animales adultos y esto
conduce a una hiperpolarizacion (126). Sin embargo, se ha observado que en
el hipoéampo p;revalece una situacion totalmente diferente durante la primera
semana de edad postnatal, en esta etapa temprana del desarrollo, 1a activacién
de receptores GABA, induce efectos excitadores y virtualmente media toda la
actividad excitadora de las células hipocampales (127), con base en ello se ha
sugerido gue el GABA en etapas tempranas del desarrollo posee un papel
trofico, en el que se promueve el brote neuritico y la diferenciacion de los
diversos tipos de neuronas (128). Algunos estudios sugieren que el GABA
despolariza células piramidales hipocampales mediénte un incremento en la
concentracion intracelular de calcio, a través de la activacion de canales para
calcio sensibles a voltaje, éste influjo es necesaric para el desarrollo
morfolégicc de las neuronas hipocampales en una etapa temprana del
desarrollo, en la que las conexiones excitadoras estan pobremente
desarrolladas (129). Ademas, se ha demostrado que el Glu se relaciona con

el brote de neuronas hipocampales en cultivo (77) y diversas observaciones
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sugieren que este efecto esta mediado por una despolarizacion y un influjo de
calcio (130). Por tanto, es probable que en una edad temprana del desarrolio
la actividad despolarizante del GABA, el influjo de calcio mediado por GABA
via canales sensibles al voltaje, la sobreexcitacion y el influjo masivo de calcio
a través de los R-NMDA, excedan la concentraciéon intracelular de calcio
necesaria para el desarrollo neuronal, y por el contrario contribuyan al
desarrollo potencial de un proceso patolégico sobre las sinapsis GABAérgicas,
hecho que se refleja en una liberacién reducida de GABA. Ademas, no se
descarta la participaciéon adicional de los R No-NMDA a través de un
incremento de calcio por los canales sensibles al voltaje, ya que con la
administracion del MK-801 solo 4 en combinacion con GMS, no restablece

totalmente la liberacion estimulada de GABA.

Asimismo, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio
muestran que el GMS induce un incremento significativo en la expresién del
RNAmM que transcribe a las subunidades NR1, NR2A y NR2B en el hipocampo
de animales en la edad adulta. Esta combinacion incrementa la permeabilidad
del calcio a través de los R-NMDA, por lo que estos resultados sugieren la
posibilidad de que las neuronas GABAérgicas puedan sufrir dafio

neurcexcitotdxico, que se manifiesta por una reducida liberacidn estimulada de
GABA.

Finalmente, y con relacion al grupo tratado con NaCi, los resultados
muestran que la liberacidn de GABA se modificd en las tres regiones
estudiadas. El efecto del NaCl parece afectar la capacidad de respuesta de las
células GABAérgicas, ya que mientras que la liberacién estimulada de GABA
.se redujo significativamente, la liberacidén basal de GABA practicamente no se
modifico. El Na® juega un papel importante en varios mecanismos de
transporte, entre ellos puede destacarse la recaptura de aminoacidos, que
permite elevar la concentracion de los amino&acidos en el espacio extracelular
(131). Algunos estudios muestran que la exposicion de las células a

soluciones hiperténicas produce una serie de consecuencias como:; reduccion
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del volumen celular, alteracién del pH y cambios en la expresion de genes en
diversos tipos celulares (132). Existen también estudios que demuestran que
la concentracion extracelular de algunos aminoacidos puede ser afectada por
cambios osméticos en el microambiente (133), por ejemplo, en condiciones in
vitro, las células nerviosas liberan glicina (Gli) y taurina como respuesta a un
medio hiperosmético (134). Asimismo, la estimulacion de los nlcleos
paraventricular y supradptico con alta concentracion de NaCl por microdialisis
induce un incremento en la liberacion de vasopresina y oxitocina (135), asi
como de la GIn, el GABA, el aspartato y el Glu en el estriado y el hipocampo de
ratas (131). Con base en lo anterior, se puede considerar que el efecto del
NaCl que se observd en la liberacion de GABA pudiera estar relacionado con la
liberacion masiva de Glu y éste a su vez alterar la expresion de las
subunidades de los propios receptores a Glu, sin embargo, se requieren
trabajos adicionales para dilucidar el mecanismo a través del cual el NaCl
modifica la liberacién de GABA.



CONCLUSIONES



63
10. CONCLUSIONES

1.- En la corteza cerebral, las células GABAérgicas fueron susceptibles
al Glu principalmente en etapas tempranas del desarrollo (tres primeras
semanas). El efecto que induce el Glu estd mediado por 10s R-NMDA ya que [a

reduccién que se observé en la liberacion basal y estimulada se revierte con
MK-801.

2.- En el cuerpo estriado el Glu indujo una reduccion en la liberacion
estimulada de GABA en todas las etapas del desarrolio que se analizaron.
Esta reduccion parece ser so6lo en la capacidad de respuesta de las células
GABAérgicas. El efecto del Glu parece estar mediado por los R-NMDA ya que
{a co-administracidn con MK-801 lo inhibe.

3.- El hipocampo fue la regién cerebral mas vuinerable a la
administracion del Giu. El efecto del Glu estd mediado parcialmente por los R-
NMDA.

4.- La SENaCI redujo la liberacidon estimulada de GABA en las tres
regiones que se analizaron, por lo que el efecto del NaCl parece alterar la

capacidad de respuesta de las células GABAérgicas.

CONCLUSION GENERAL DEL TRABAJO

Los resultados muestran que el Glu modifica el patrén normal de
liberacion de GABA en las diferentes etapas del desarrollo postnatal de las
regiones que se analizaron, lo que sugiere una aiteracion en el desarrolio de
las células GABAeérgicas. Este efecto involucra una importante participacion de
los R-NMDA.
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