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RESUMEN

E! aumento excesivo de la concentracidén extracelular de glutamato (Glu)
dentro del sistema nervioso induce degeneracién neuronal a través de un proceso
conocido como excitotoxicidad, el cual, parece estar implicado en el establecimiento
y desarrollo de algunas enfermedades neurodegenerativas. Recientemente, se ha
demostrado que la administracién de glutamato monosédico (GMS) a animales
recién nacidos modifica la actividad de las neuronas colinérgicas en diferentes
regiones cerebrales durante el desarrollo posnatal de la rata. Por otra parte, las
neuronas GABAérgicas parecen ser especiaimente susceptibles a los efectos
excitotoxicos del Glu. En nuestro laboratorio se ha demostrado que despueés del
tratamiento neonatal con GMS la liberacién estimulada del acido y-aminobutirico
(GABA) a los 60 dias de edad se eleva significativamente en la corteza cerebral, a
diferencia del estriado y el hipocampo donde se encontrd disminuida. Sin embargo,
con esos resultados no fue posible establecer si las modificaciones encontradas se
debian a la pérdida de células GABAérgicas. Por o que, en el presente trabajé se
determin6 la actividad y propiedades cinéticas de la descarboxilasa de! acido
glutamico (GAD; EC 4.1.1.15) y la densidad de células GABAérgicas en la corteza
cerebral, el estriado y el hipocampo de |la rata después del tratamiento neonatal con
GMS (4mg/g de peso corporal por via subcutanea los dias 1,3,5, y 7 de edad
posnatal).

Los resultados muestran que el tratamiento neonatal con GMS disminuyé la
actividad de la GAD en la corteza cerebral a los 21 y 60 dias de edad posnatal,
cambios que se asocian con una disminucion en la afinidad de la enzima por el
sustrato. Ademas, a los 60 dias de edad posnatal se observé un aumento en la
actividad de la GAD en el estriado y en el hipocampo, asociado con una elevacion
en la Vmax para ambas regiones y en la afinidad para e! estriado. Por otro lado, el
tratamiento neonatal con GMS redujo significativamente la densidad de ceélulas

GABAérgicas en las tres regiones, respecto a ambos grupos testigo. Lo que sugiere
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que el tratamiento neonatal con GMS produce degeneracién de células GABAérgicas
en todas las regiones estudiadas. Estas alteraciones pueden conducir a problemas

en el control de la excitabilidad neuronai, favoreciendo el desarrollo de crisis
convulsivas o de padecimientos neurodegenerativos.
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ABSTRACT

High extracellular concentrations of glutamate (Glu) in nervous system
induces neuronal degeneration through a process known as excitotoxicity, which may
lead to degenerative disorders establishment. Recently, it has been demonstrated
that neonatal treatment with monosodium giutamate (MSG) modify the activity of
cholinergic neurons from different cerebral regions during posnatal development. In
addition, our laboratory have showed an increase of y-aminobutyric acid stimulated
release in cerebral cortex, whereas in striatum and hippocampus the same parameter
was reduced in adult rats treated neonatally with MSG. However, those results did not
permit us know if the modifications were directly associated with cellular death of
GABAergic neurons. Therefore, the purpose of the present work was to evaluate the
effects of MSG neonatal treatment (4mg/g body weight, s.c,, at 1, 3, 5 and 7 days old)
on the activity and kinetics of the glutamic acid decarboxylase enzyme (GAD; EC
4.1.1.15) as well as on the GABAergic cell density in the rat cerebral cortex, striatum
and hippocampus.

Experimental data showed that the neonatal treatment with MSG decreased
the GAD activity in cerebral cortex on the posnatal days 21 and 60, these changes
were associated with a reduction in the enzyme affinity. On the other hand, in
striatum and hippocampus, the GAD activity was increased on posnatal day 60, which
was related first with an increase of the Vmax for both regions and second with an
increase in the enzime affinity for the striatum. Furthermore, the GABAergic cell
density diminished significativily in all three regions after MSG treatment. These
results suggest that GABAergic neurons die as a consequence of the excitotoxicity
generated by Glu in immature brain, therefore the control of neuronal excitability may

be reduced, which could elicit to seizures occurrence or lead to development of
neurodegenerative disorders.



INTRODUCCION

GENERALIDADES

El sistema nervioso (SN) es un conjunto de estructuras funcionalmente
especializadas, mediante las cuales el organismo responde a los estimulos que
recibe, tanto del medio externo (extrinsecos) como del interno (intrinsecos). Se divide
en: a)sistema nervioso central (SNC): representa el nivel integrativo y comprende el
encéfalo y la médula espinal; b)sistema nervioso periférico (SNP). comprende las
prolongaciones neuronales aferentes y eferentes de los nervios craneales y
espinales; y constituye el nivel de aferentacion y eferentacién nerviosas; y ¢)sistema
nervioso autonomo (SNA) o neurovegetativo: comprende elementos tanto del SNC
como del SNP; se subdivide en parasimpatico y simpatico; e interviene en la
regulacion de la actividad de las visceras (1).

Los componentes basicos del SN son: 1)las células nerviosas (neuronas), 2)las
células intersticiales (astrocitos, oligodendrocitos, células de Schwann y células
satélite) y 3)los elementos del tejido conjuntivo (fibroblastos, microglia, vasos
sanguineos y liquido extracelular). Las neuronas y las células intersticiales derivan
del ectodermo embrionario, mientras que los elementos del tejido conjuntivo lo hacen
del mesodermo (2).

La neurona constituye la unidad morfolégica y ontogénica del SN. Desde el
punto de vista morfoldgico toda neurona se encuentra en contacto (sinapsis) con las
demas neuronas por medio de sus prolongaciones. Funcionalmente, cada neurona
es un elemento integrador, conductor y transmisor de ia informacién codificada por ef
SN. Ontogénicamente, todas las neuronas se desarroilan a partir de un tipo celular
primordial llamado neuroblasto (2).

La imagen tipica de una neurona comprende un cuerpo celular estrellado (soma
o pericarién) con varias prolongaciones dendriticas y un axén que emerge de uno de

sus polos. Sin embargo, la neurona es una célula polimorfica, cuya clasificacion no



s6lo se basa en la formna sino también en otras caracteristicas, tales como sus
propiedades electrofisioldgicas (3).

La transmision de impulsos nerviosos de neurona a neurona se lleva a cabo en
la sinapsis, donde generalmente las terminales del axén de una neurona
(presinaptica) hacen contacto con el soma o las dendritas de otra (postsinaptica), sin
embargo, el contacto sinaptico puede implicar otras partes de la célula nerviosa. En
las sinapsis quimicas, los potenciales de accion en la neurona presinaptica provocan
la liberacion de sustancias neurofransmisoras o neuromoduladoras desde las
vesiculas sinapticas hacia el espacio intersinaptico (hendidura sinaptica), lo que
produce cambios en el potencial de membrana de la célula postsinéptica (4). Asi, las
neuronas pueden clasificarse por la sustancia quimica que utilizan preferentemente
como neurotransmisor, de tal forma que aquélias que emplean acetilcolina son
colinérgicas, las que usan glutamato son glutamatérgicas, las que emplean acido y-
aminobutirico (GABA) son GABAérgicas, etc.

Cualquier alteracion en los mecanismos basicos de la transmisién nerviosa o en
la densidad y tipo de las sinapsis, puede conducir al establecimiento de diversas
neuropatologias, tales como las enfermedades neurodegenerativas y la epilepsia,

padecimientos que se han asociado con modificaciones tanto en la neurotransmision
GABAergica como en la glutamatérgica.

NEUROTRANSMISION GABAérgica
En la década de 1920, se demostrd la naturaleza quimica de las sefales
implicadas en la comunicacién interneuronal. A partir de entonces, se ha tratado de
identificar a las sustancias quimicas neurotransmisoras, asi como su localizacion
especifica dentro del SN. Actuaimente, se considera que de acuerdo con su
naturaleza quimica existen por o menos tres tipos de neurotransmisores:
aminoacidos, aminas biogénicas y péptidos. Ademas, los diferentes aminoacidos

neuroactivos suelen clasificarse segln su efecto en excitadores (acido glutamico,



acido aspartico, acido cistéico y acido cistein-sulfénico) e inhibidores (acido y-
aminobutirico (GABA), glicina, B-alanina y taurina) (5).

Dentro de los aminoacidos inhibidores, el GABA, se encuentra en
concentraciones altas dentro del cerebro, mientras que en otros tejidos es mas bien
escaso (68). El GABA se distribuye practicamente en todas las regiones del SNC y
gjerce un control casi total sobre la excitabilidad neuronal, condiciones que lo definen
actualmente como el principal neurotransmisor inhibidor del SNC de mamiferos (7).

Las neuronas GABAérgicas son morfolégicamente muy variadas (estrelladas,
piriformes, en canasta, etc.) (8), por lo que deben diferenciarse a traves del estudio
de sus aferencias sinapticas, o bien, por el contenido de neuropéptidos o de
proteinas citoplasmicas que unen calcio (por ejemplo, calcineurina ¢ calbindina) (9).
Ademas, las células GABAérgicas establecen practicamente todos los tipos de
sinapsis descritos (axosomaticas, axodendriticas, axoespinosas, axoaxonicas,
seriales, dendrodendriticas, reciprocas y en cinta) (8) e incluso, en algunas regiones

del SN llegan a constituir mas del 50% de la poblacién neuronal (8,10).

Vias de neurotransmisién GABAérgica

Aunque se distribuye ampliamente, el GABA es mas abundante en algunas
regiones del SNC de mamiferos, tales como los ganglios basales (estriado, globo
palido y sustancia negra), el cerebelo, el hipocampo, la corteza cerebral, el bulbo
oifatorio, la retina y la médula espinal (8,7).

Dentro de los ganglios basales, tanto el estriado como el globo palido vy la
sustancia negra poseen interneuronas GABAérgicas. Ademas, existen neuronas
GABAérgicas estriatales que inervan a la sustancia negra {(compacta y reticulada) y
al globo palido (lateral y medial), en el globo palido que inervan al tdlamo y al

subtalamo; y en la sustancia negra reticuiada que se proyectan hacia el talamo
(11,12).



En el cerebelo, las células de Purkinje que proyectan a los nucleos profundos
cerebelares; las células en canasta que inervan el soma de las de Purkinje; y las
células de Golgi que hacen contacto con las granulosas, son GABAérgicas (8,13).

En el hipocampo, las celulas en canasta que inervan a las neuronas
piramidales, Iiberan GABA, lo mismo que varias interneuronas hipocampales,
corticales, retinianas, del bulbo olfatorio y de la médula espinal (6,7,8).

En todas las regiones mencionadas anteriormente, la densidad de células
GABAérgicas es muy alta y se ha logrado estimar que en la corteza cerebral
representan aproximadamente del 20-30%, en los ganglios basales del 25-50%, en

el hipocampo del 10-20% y en el cerebelo del 20-40% de la poblacién neuronal total
(8,10).

Sintesis neuronal del GABA

Dentro de las células GABAérgicas, el GABA se sintetiza fundamentalmente
por accion de la descarboxilasa del acido glutdmico (GAD; EC 4.1.1.15), enzima que
a-descarboxila al acido glutamico en un proceso dependiente de fosfato de piridoxal
(PLP) (14) (Figura 1). La GAD, no es exclusiva del SN, sin embargo, dentro de éste
sblo se encuentra en las neuronas GABAérgicas (7). Por otro lado, se ha sugerido la
existencia de una via de sintesis alterna para el GABA, a partir de la putrescina y a
través de la deshidrogenacion del y-aminobutaraldehido, sin embargo, esta sintesis
no representa ni siquiera el 20% de la que realiza la GAD y se desconoce cuél sea
su relacion con el GABA utilizado como neurofransmisor (15).

A través del aislamiento y purificacion de la GAD de diferentes especies de
vertebrados, se ha logrado establecer que es un dipéptidoc homomérico con peso
molecular aproximado de 120,000 daltones, mientras que el peso molecular de sus
dos subunidades fluctia entre 59,000-70,000 daltones (16). Asi, de acuerdo con el
peso molecular de las subunidades que la componen, se considera que existen por
o menos dos tipos de la GAD en el cerebro adulto, conocidas como GADgs (65,400
daltones) y GADey (66,600 daltones) (17,18), las cuales difieren en la interacciéon con



el cofactor PLP (18,19), la carga (20), la antigenicidad (10,17) y la distribucion
neuronal (10,18), ademas de ser el producto de dos genes (nicos e independientes
(21,22) (Figura 1). Las propiedades de la interaccién entre la GAD y el cofactor PLP,
descritas iniciaimente por Tapia y col. (1977) (23), a través de los estudios cinéticos
de la enzima, sugieren la existencia de dos formas de la GAD, una PLP-dependiente
(apoGAD) y otra PLP-independiente (holoGAD) (21,23). Asi, aunque el cofactor PLP
interactua tanto con la GADgs como con la GADgy, se conoce que la presencia de
PLP estimula la actividad enzimatica de la GADss (apoGAD) mas que la de GADs7
(holoGAD) (10,16,24). Esto ha llevado a proponer que la GADgs puede funcionar
como un almacen inactivo para la sintesis del GABA sensible a estimulacién y que
puede ser mas abundante en las neuronas GABAérgicas que disparan fasicamente,
en comparacion con aquéllas que disparan ténicamente (10,23) (Figura 1).

La diferencia de carga entre las dos formas de la GAD parece determinar su
interaccion con las membranas celulares (21). Respecto a esto, se conoce que la
GAD se encuentra en estrecha asociacién con pequefas vesiculas de axones en
crecimiento (25) y que su asociacién con membranas depende de interacciones
electrostéticas e hidrofébicas (20,21). Debido a que la apo-GAD tiene una fuerte
afinidad por los polianiones (26), es posible que la GADgs establezca con facilidad
dichas interacciones electrostaticas, lo que determinaria su localizacidén subcelular
dentro de las terminales nerviosas (21) (Figura 1).

Los patrones de distribucién neuronal para la GADgs y la GADg7 se lograron
establecer gracias a sus diferencias en antigenicidad, que permitieron producir
anticuerpos especificos para cada una de las formas de la GAD, entre los que
destacan el anticuerpo monocional GAD-6 y el antisuero K2 que reconocen a la
GADgs y a la GADg;, respectivamente (18,27,28). Asi, tanto las técnicas
inmunocitoquimicas como la hibridacion in situ, han demostrado que el contenido de
la GADsgs es mayor en terminales axdnicas, en tanto que la GADg; es mas abundante
en los somas de neuronas GABAérgicas. Esto ha llevado a sugerir a diferentes

autores que la GADgs esta involucrada principalmente con la sintesis del GABA



neurotransmisor y la GADe7 con el GABA implicado en el metabolismo de los acidos
tricarbdxilicos (10,24,29) (Figura 1).

Las secuencias de aminoacidos de la GADgs y la GADg7 son 65% idénticas y
80% similares entre si y son aproximadamente 100 aminoacidos del extremo N-
terminal los que constituyen la porcién de mayor divergencia (21). Ambas formas de
la GAD contienen la secuencia de aminoéacidos Asn-Pro-His-Lys, que conforman el
sitio de unién para el cofactor PLP en las diferentes descarboxilasas, tanto de
vertebrados como de invertebrados (21,30). Los estudios de clonacién y
secuenciacion de los ADNc de ambas formas de la GAD han permitido establecer
que provienen de dos genes distintos no hibridables entre SI cuya secuencia de
identidad mas larga se compone unicamente de 17 nucledtidos (19,31). Asi, en el
caso del humano, el gen que codifica para la GADgs (GAD2) se encuentra en el
brazo corto del cromosoma 10 (32), mientras que el gen de la GADgy (GAD1) se
localiza en el cromosoma 2 (31) (Figura 1).

Ademas de las diferencias entre la GADegs y la GADe7, descritas anteriormente,
también existen diferencias con respecto a la susceptibilidad de estas enzimas a
diversos factores que regulan la sintesis del GABA. Asi, la GADgs es altamente
susceptible a la concentracion del cofactor PLP (10,16,24) y a la concentracion idnica
del medio (20,26). En tanto que el incremento en la concentracion intracelular del
GABA reduce de manera selectiva la actividad de la GADs; (33). Por otro lado, ia
sintesis del GABA se reduce en concentraciones bajas de ATP (14) y la expresién de

los mensajeros de la GAD se incrementa en presencia de estrégenos (34).

Transporte del GABA hacia las vesiculas sinapticas

Dentro de las terminales nerviosas GABAérgicas, el GABA recién sintetizado,
se transporta hacia el interior de las vesiculas sinapticas (Figura 2), a través de un
sistema de contra-transporte H'/GABA, el cual depende directamente del gradiente
electroquimico de H*, generado por una ATPasa vacuolar conocida como tipo V (35).
Altas concentraciones de CI, SCN" y NH4* reducen el transporte del GABA hacia el



interior de las vesiculas sinapticas (36). Ademas, el transporte vesicular del GABA se

caracteriza por tener afinidad baja tanto para GABA como para Glicina (5-10 mM)
(37).

Liberacion del GABA

Después de un estimulo despolarizante, las terminales nerviosas liberan
grandes cantidades del neurotransmisor. En el caso del GABA, la mayor parte se
libera a través de la exocitosis de vesiculas sinapticas (Figura 2), mediante un
proceso dependiente de la concentracion intracelular de Ca™. Sin embargo, el GABA
(alrededor del 30%) también puede liberarse a través de un mecanismo que requiere
la presencia de Na' extracelular y que al parecer, implica la inversién de los
transportadores plasmaticos neuronales de GABA, los cuales en vez de transportarlo

hacia el interior de |a terminal, lo transportan hacia el espacio intersinaptico (38).

Receptores GABAérgicos

Los efectos neuronales del GABA son mediados por su interaccién con
receptores especificos, los cuales se han clasificado en por lo menos dos tipos,
conocidos como receptores GABAs y GABAg. Esta clasificacion se basa en la
respuesta farmacolégica de los receptores, de tal forma que aquellos que son
sensibles al bloqueo por bicuculina se consideran GABAa, mientras que los que no
son bloqueados por bicuculina, pero se activan en presencia de baciofen se
consideran GABAg (39).

Los receptores GABAA (R-GABA,), son ionotropicos, es decir, cuentan con un
canal iénico acoplado a su estructura, el cual permite la entrada de CI" durante la
activacion del receptor. Ademas, posee miuiltiples sitios alostéricos de union para
diferentes drogas, tales como las benzodiacepinas, los barbituricos, los esteroides y
algunos convuisivantes y anticonvulsivantes. Estructuralmente, los R-GABAas son
similares a otros receptores ionotropicos, es decir, se componen de cinco
subunidades proteicas cada una de las cuales posee cuatro dominios

transmembranales. Las subunidades que componen a este receptor pueden ser de



por lo menos cinco tipos generales o con seis variedades; B: con cuatro variedades;
Y. con tres variedades; & y p (40) (Figura 3). Estos receptores son postsinapticos y
determinan la respuesta inhibidora rapida al GABA en la mayoria de las regiones del
SN (39). Sin embargo, se ha demostrado que la activacién excesiva de los R-GABAa
ubicados en las dendritas distales de las células piramidales de CA1 en el
hipocampo, produce despolarizacion mas que hiperpolarizacién, al parecer, a través
de un mecanismo que implica el movimiento de iones bicarbonatc (41). Estas
observaciones han roto el esquema del GABA como el principal neurotransmisor
inhibidor del SNC, sin embargo, todavia son necesarios mas estudios que permitan
establecer las implicaciones fisiolégicas de tal despolarizacion. Ademas, tanto los
astrocitos como los oligodendrocitos expresan receptores con caracteristicas
farmacologicas y electrofisiolégicas semejantes a las del R-GABA, (42).

Por ofro lado, el receptor GABAg (R-GABAg), es un receptor metabotrépico que
interacciona con proteinas G para regular los canales dependientes de voltaje para
Ca™ y K'. La unién del GABA con el R-GABAg promueve la activacion de la
fosfolipasa A, enzima que genera acido araquidénico, el cual activa a la proteina
cinasa C, que al fosforilar los canales promueve la salida de iones K*, al mismo
tiempo que inhibe la entrada de iones Ca', de forma tal que favorece la
repolarizaciéon neuronal y reduce la duracién de los potenciales de accion,
condiciones que disminuyen la liberacién de neurotransmisores (39) (Figura 4). Los
R-GABAg se encuentran tanto a nivel presinaptico como postsinaptico y estan
implicados en ta modulacion de la actividad de otros receptores incluyendo a los R-
GABAA (43) (Figura 2).

Ademas, se ha sugerido la existencia de un tercer tipo de receptor para GABA,
conocido como receptor GABA: (R-GABAc), el cual posee caracteristicas
farmacoldgicas diferentes a las de los receptores GABA, y GABAg, sin embargo, es

posible que este receptor sea una variante de ensamble poco comun de los R-
GABA, (43).
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*Peso molecular: 65.4 KD (585 aa)
*Gen GAD2 (cromosoma 10 humano)
*Transcrito: 5600 nucledtidos (region
codificante: 1755 nucleétidos)
*APOENZIMA
*Actividad dependiente de PLP
*Hidrofébica (interaccién con membranas)
*Se localiza preferentemente en las
prolongaciones neuronales
*Funcién: inducible en respuesta a la
actividad neuronal (actividad fasica)
*Se activa durante la sinaptogénesis

+Peso molecular: 66.6 KD (594-595 aa)

*Gen GAD1 (cromosoma 2 humano)

*Transcrito: 3700 nucledtidos (regién
codificante: 1782-1785 nucledtidos)

*HOLOENZIMA

*Activida independiente de PLP

*Hidrofilica

*Se localiza preferentemente en el soma
neuronal

*Funcién: sintesis elevada (metabolismo)
y continua de GABA (actividad ténica)

*Se activa antes de la sinaptogénesis

FIGURA 1. Sintesis de GABA apartir de Glu por activacion de la GAD y Tabla
Comparativa de las Caracteristicas Generales de la GADg; y la GADg;
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FIGURA 2. Sinapsis GABAérgica. 1)Sintesis del GABA; 2)Transporte del GABA
hacia las vesiculas sinapticas; 3)Liberacién exocitica del GABA,; 4)Interaccion del
GABA con el R-GABA,; 5) y 6)Interaccién del GABA con el R-GABA, pre- y
postsindptico, respectivamente; 7)Captura neuronal del GABA; 8)Captura
astroglial del GABA; 9)Degradacién metabdlica del GABA dentro de la astroglia; y
10)Transporte de la GIn desde la astroglia hacia la neurona presinaptica.
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FIGURA 3. Receptor GABA,. A.Configuracién del canal permeable a Ci- y de los
multiples sitios de modulacién del receptor. B.Distribucion de las subunidades
para conformar el canal y listado de los tipos y subtipos de subunidades que
pueden formar parte del receptor. C.Configuracion transmembranal de cada una
de las subunidades del receptor.
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FIGURA 4. Receptor GABAg. El esquema muestra los mecanismos intracelulares
activados por la interaccién del GABA con este receptor, donde finaimente la
Proteina Cinasa C modifica el estado de fosforilacién de los canales idnicos para
K*y Ca** inactivandolos.
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Captura plasmatica del GABA

El GABA extracelular puede activar tanto a sus receptores sinapticos como a
los transportadores que se encargan de removerlo del espacio intersinaptico. Estos
transportadores se encuentran tanto en la membrana plasmatica de neuronas
GABAérgicas como en la de células gliales (Figura 2); y forman parte de una familia
de intercambiadores Na*/Cl" que acarrean el neurotransmisor junto con el Na* hacia
el interior de las células (45). Actuaimente, se acepta que existen por lo menos tres
tipos de transportadores para GABA, conocidos como GAT1, GAT2 y GAT3, de los
cuales GAT1 se expresa en la mayoria de ias neuronas GABAérgicas, pero no de
manera exclusiva, ya que se ha reportado su expresién en la glia de Bergmann y
también, la existencia de células GABAeérgicas que no expresan GAT1. Ademas,
todos estos transportadores muestran afinidad alta por el GABA y poseen perfiles
farmacolégicos mas 0 menos simiiares (46).

Degradacion Bioquimica del GABA

Dentro de las células nerviosas o gliales (principalmente astrocitos), la catalisis
del GABA se lleva a cabo por accion de la transaminasa del GABA (GABA-T, EC
2.6.1.19) (Figura 2}, enzima de la matriz interna mitocondrial que se encarga de
transferir el grupo a-amino del GABA al carbono o del a-cetoglutarato generandose
semialdehido succinico y glutamato. Ambos productos de la GABA-T, pueden
ingresar posteriormente al ciclo de los acidos tricarboxilicos y relacionarse con el
metabolismo celular (47). La GABA-T posee un peso molecular de 109,000 daltones
y parece estar constituida por dos subunidades no idénticas de 53,000 y 58,000
daltones. Esta enzima, igual que todas las transaminasas, requiere de PLP como
coenzima, sin embargo, su actividad no se modifica con cambios en la concentracion
de PLP libre, debido fundamentaimente a que el PLP se encuentra fuertemente
unido a la apoenzima (8). igual que la GAD, ia GABA-T también se encuentra en

otros, tales como higado, rifién, pancreas, érganos reproductores y plaquetas (48).
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ONTOGENIA DE LA NEUROTRANSMISION GABAérgica

£n la rata, durante la ontogénesis neuronal y hasta la cuarta semana de edad
posnatal, suceden fendmenos de proliferacion, migracién, diferenciacion, maduracion
y muerte celular programada, relacionados con el establecimiento de diferentes
sistemas de neurotransmision (49). En la corteza cerebral, aun antes de que se
establezcan las sinapsis inhibidoras, existe una liberacion tonica de GABA no
sinaptica que eleva la concentracién extracelular del neurotransmisor (50). Ademas,
la aparicion de céluias GABAérgicas en la corteza cerebral, el hipocampo, el estriado
y el cerebelo (49,51,52,53) parece estar asociada con el crecimiento de las
prolongaciones neuronales, lo que sugiere que el GABA podria actuar como un
factor neurotréfico durante la diferenciacién temprana de los neuroblastos (49). En el
hipocampo, por ejemplo, las interneuronas GABAérgicas aparecen en etapas
tempranas del desarrollo embrionario y llegan a ser posmitdticas antes que las
celulas granulares o piramidales (51). Asi, aunque al nacimiento el sistema
GABAérgico es funcional, durante las tres primeras semanas de vida, sufre
modificaciones morfoldgicas y fisiolégicas que le dan la apariencia del adulto (50).

Al parecer, la sintesis de GABA durante las primeras etapas del desarrollo
ontogénico depende de la expresién de la GADs7, ya que la expresién de la GADsgs,
en cerebelo y estriado se hace evidente hasta la sinaptogénesis activa. Por lo que, la
relacion GADgs/GADg7 comienza a incrementarse a finales de |la primera y hasta la
segunda semana de edad posnatal, dentro de las cuales la GADg; aparece en el
soma de las células posnatales y la GADgs en las terminales nerviosas de sinapsis
recien formadas. En general se considera que el pico mas alto de ia actividad total de
la GAD (GADegs y GADg7) se encuentra entre los 14 y 21 dias de edad posnatal, tanto
para la corteza cerebral, como para el hipocampo, el estriado y el cerebelo
(40,51,52,53). De manera similar, la recaptura de GABA-Glicina a nivel vesicular, se
incrementa significativamente durante la sinaptogénesis neuronal, lo que indica su
importancia funcional en las terminales nerviosas recién formadas (52).

La maduracién del sistema GABAérgico se acompafia también de la

maduracion de los receptores para GABA, los cuales sufren multiples rearreglos en
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la expresion de ciertos tipos de subunidades durante el desarrolio posnatal de la rata
(51). El R-GABA,, esta presente desde el dia posnatal 0, sin embargo, en esta etapa
su activacién produce despolarizacién y la generacion de espigas. Al parecer, debido
a la existencia de un gradiente de CI" diferente y a la alta permeabilidad del canal
para los iones bicarbonato, que conducen a la despolarizacién y a la activacion de
canales de Ca™ sensibles a voltaje (51,54). ElI aumento en la concentracién
intracelular de Ca™ debido a la activacion del R-GABAa, modula la diferenciacién
neuronal, ya que antagonistas a este receptor reducen el numero de neuritas
primarias y sus puntos de ramificacién, lo que provoca una disminucién en la longitud
neuritica (51). '

Por otro lado, la activacion de los R-GABAg presinapticos durante los primeros
cinco dias de edad posnatal, también genera una respuesta diferente, debido
probablemente al desacoplamiento del receptor con las proteinas G. Sin embargo, el
R-GABAg postsindptico conserva las caracteristicas dei adulto desde el primer dia
después del nacimiento (51).

Lo anterior, sugiere que la neurotransmisién GABAérgica es esencialmente
excitadora durante las primeras etapas del desarrollo y que promueve la
diferenciacion neuronal de las células postsinapticas al elevar la concentracion
intracelular de Ca*’. Por esta razon, pudiera sugerirse que durante el desarrollo
posnatal temprano del SN, el GABA generaria la excitabilidad neuronal que

posteriormente produce el glutamato y que se relaciona con los procesos de
migracion y diferenciacion neuronal.

FISIOLOGIA Y PATOFISIOLOGIA DEL SISTEMA GABAérgico
En el aduilto, el GABA controla la propagacién de la actividad excitadora del
cerebro, probablemente, al regular el grado de sincronia de las descargas
neuronales (51). Lo anterior se confirmd mediante dos lineas de evidencias, una que
demuestra que la reduccidon de la neurotransmisién GABAérgica conduce a la

hiperexcitabilidad neuronal y a la generacién de crisis convulsivas (55); y oftra, que
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comprueba los efectos anticonvulsivantes de diferentes drogas que elevan la
neurotransmisién GABAérgica (56). Un ejemplo de la primera linea de evidencias, lo
encontramos en los modelos de induccion de crisis epileptiformes por antagonistas
del R-GABA,, tales como la bicuculina, la picrotoxina y la penicilina, entre otros (55).
En la segunda linea, se observan los resultados obtenidos con el y-vinit GABA o
vigabatrina, compuesto que al inhibir la actividad de la GABA-T, eleva la
concentracion cerebral de GABA, previniendo la aparicion de crisis convulsivas tanto
a nivel experimental como a nivel clinico (56,57).

El sistema GABAeérgico tambien esta relacionado con los efectos sedativos de
algunas drogas, tales como los barbituratos y las benzodiacepinas, las cuales se
unen a sitios alostéricos del R-GABA,, modulando positivamente los efectos del
GABA al incrementar la conductancia a CI'. Asi, algunos padecimientos psiquiatricos
como la ansiedad, el estrés y la esquizofrenia, se relacionan con alteraciones en la
neurotransmision GABAérgica (58).

Los cambios en la neurotransmision GABAérgica se han asociados también con
la memoria y la capacidad de aprendizaje, pues se ha observado que la
administracion de antagonistas al GABA, como la bicuculina y la picrotoxina,
incrementan la retencién en pruebas de evitaciéon pasiva, evitacidn activa y de
reconocimiento en laberintos. Ademas, tanto los agonistas GABAa. (muscimol o
etanol) como fos GABAg (baclofen) reducen la retencién en diferentes pruebas (58).

Por otro lado, las célutas GABAérgicas son altamente susceptibles a degenerar,
en padecimientos neurodegenerativos (60), después de las crisis convuisivas (61),
en modelos de hipoxia-isquemia (62) y en modelos de neurotoxicidad aguda o
crénica (63). Procesos que de una u otra forma parecen estar asociados con los

mecanismos neuroexcitotéxicos del glutamato y sus analogos (64).
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ANTECEDENTES

NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

El conocimiento de que ciertos aminoacidos actian como importantes
mediadores de la transmisién nerviosa, proviene de evidencias experimentales que
han demostrado la existencia de circuitos locales, receptores especificos, sistemas
que eliminan el efecto sinaptico, modificaciones durante el desarrolio e implicaciones
en la funcién nerviosa, caracteristicos para cada aminoacido neurotransmisor. Los
aminoacidos acidicos, glutamato (Glu) y aspartato (Asp), ejercen un efecto excitador
potente sobre las neuronas, en cambio sus respectivos productos de a-
descarboxilacion, el GABA y la B-alanina, ejercen un gran efecto depresor (65).

Inicialmente, se conocia que la concentracion del Glu dentro del cerebro
excedia a la existente en los demas tejidos, por lo que se propuso que debia
desempefar una funcién importante como molécula clave en el metabolismo
cerebral, o bien, como compensador de la deficiencia aniénica de! cerebro (66), pero
no como neurotransmisor. Entonces, se demostré que la aplicacion exégena del Glu
excitaba potentemente a las neuronas de la mayoria de las regiones cerebrales (65),
concediéndosele por tanto una probable funcién neurotransmisora (67). Las
evidencias experimentales recopiladas desde los afios setentas, indican que el Glu

es el principal neurotransmisor excitador del SNC de mamiferos (68).

Vias de neurotransmision glutamatérgica

La mayoria de las vias glutamatérgicas son aferencias que se proyectan desde
y hacia la corteza cerebral y el hipocampo. Estas vias incluyen la cortico-estriatal, la
cortico-hipocampal, las cortico-corticales, la entorrinal-hipocampal;, y las
hipocampales y corticales que se dirigen hacia los nicleos hipotalamicos, talamicos y
del tallo cerebral. Ademas, en el cerebelo existe una densidad alta de receptores
glutamatérgicos y las células granulares de la corteza cerebelosa parecen ser
esencialmente glutamatérgicas (69) (Figura 5).



Am: amigdala; Cb: cerebelo; cc: cuerpo calloso; ¢s: coliculo superior;
Ctx: corteza cerebral; Est: estriado; Hp: hipocampo; nr: nucleo rojo;
oi: oliva inferior; sn: sustancia negra; y Tal: talamo

FIGURA 5. Vias de neurotransmision glutamatérgica. El esquema muestra las
inervaciones glutamatérgicas de la corteza cerebral, el estriado y el hipocampo, lo
que sugiere que estas regiones pueden ser susceptibles a los efectos
excitotoxicos del Glu.
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El Glu interactda con ofros sistemas de neurotransmision, que convergen en los
blancos de las aferencias glutamatérgicas. En el estriado, por ejemplo, se reciben
multiples inervaciones glutamatérgicas corticales, cuya actividad modula la liberacion
estriatal de dopamina, acetilcolina, GABA y serotonina (70).

Sintesis del Glutamato

El Glu es un aminoacido no esencial, incapaz de penetrar al cerebro debido a la
poca permeabilidad que tiene a través de la barrera hematoencefalica (69). Por esta
razon, se sintetiza dentro del cerebro, a partir del a-cetoglutarato, la ornitina o la
glutamina (GIn) (69). Los experimentos con precursores marcados demuestran que
la mayor parte del Glu que actia como neurotransmisor se sintetiza a partir de la Gin
(67). Las células gliales desempefian una funcion importante en la interconversion
del Glu a GlIn, ya que recapturan el Giu del espacio intersticial y lo convierten en Gin
por accién de la glutaminasa, entonces la GIn glial se secreta y las neuronas
glutamatérgicas la recapturan para que la sintasa de glutamina, la convierta en Glu
(71). Dentro de las terminales nerviosas glutamatérgicas el Glu se transporta al

interior de vesiculas por un proceso dependiente de ATP similar al del GABA (67)
(Figura 6).

Liberacion del Glutamato

El Glu puede liberarse de la terminal presinaptica a través de dos mecanismos
diferentes: uno, independiente de la concentracion intracelular de Ca*™", a través de la
inversion de la recaptura del neurotransmisor; y otro, dependiente del aumento en la
concentracion citosélica de Ca™*, a través de la exocitosis de las vesiculas sinapticas
(72) (Figura 86). Estos dos mecanismos pueden distinguirse claramente mediante el
empleo de fluorometria continua, la cual permite monitorear la liberacién del

aminoacido y la entrada de Ca™ a la terminal nerviosa de manera simultanea (73).
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FIGURA 6. Sinapsis Giutamatérgica. 1)Sintesis del Giu (A.Ornitin
aminotransferasa; B.Sintasa de Gin; y C.Deshidrogenasa del Glu), 2)Transporte
del Glu hacia las vesiculas sinapticas; 3)Liberacién exocitica del Glu; 4)interaccion
del Glu con receptores ionotropicos; S5)Interaccion del Glu con receptores
metabotrépicos; 6)Captura neuronal del Glu; 7)Captura astroglial de! Glu;
8)Degradaciéon metabdlica del Glu dentro de la astroglia; y 9)Transporte de la Gin
desde la astroglia hacia la terminal glutamatérgica. En el esquema se muestran
receptores glutamatérgicos postsinapticos, sin embargo, también se ha descrito su
existencia a nivel presinaptico.
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Una disminuciéon en la proporcion citosélica de ATP/ADP puede acelerar la
liberacién de Glu por cualquiera de los dos mecanismos. La liberacién de Glu
independiente de Ca™ se eleva cuando existe alguna alteracién en la ATPasa-
Na*/K*, condicién que disminuye el gradiente transmembranal de Na® y favorece el
cotransporte reverso Na'/Glu (74). Ademas, una alteracién en la ATPasa-Ca™
aumenta la concentracién intracelular de Ca®™, lo que favorece la liberacion de Glu
dependiente de Ca*™ (72).

Captura plasmatica del Glutamato

El Glu que se libera hacia el espacio intersinaptico, se refnueve a través de un
mecanismo de recaptura de alta afinidad dependiente de Na® (cotransporte Na'/Glu)
(75). La dependencia de Na" es absoluta y se requieren dos iones Na* para
transportar una molécula de Glu (76). La recaptura del Glu que realizan las células
gliales es probablemente el mecanismo mas importante para la inactivacion del
neurotransmisor. Dentro de los astrocitos el Giu se transforma en Gin (77) (Figura 6).

Recientemente, se describieron cinco isoformas diferentes de transportadores
plasmaticos para el Glu, conocidas como EAAT1-5. Estos transportadores tienen
patrones de hidrofobicidad muy semejantes y sus secuencias de aminoacidos son de
30 a 50% idénticas (78). En todos los casos la recaptura del Glu se acopla a un
cotransporte con Na*, sin embargo, puede asociarse también con el transporte de K"
y H* (OH" 0 HCOjy), iones que se desplazan siguiendo su gradiente de concentracion
a través de la misma estructura proteica (78). De esta forma, la recaptura del Glu se
relaciona con cambios en el potencial de membrana y en el pH. Ademas, la recaptura
del Glu permite el flujo de Ci', sin embargo, el movimiento de este 16n no esta
termodinamicamente acoplado con el transporte (78). EAAT2 es el transportador
para el Glu mas abundante, representa cerca del 1% del total de las proteinas
cerebrales y se encuentra principalmente en astrocitos, igual que EAAT1. En cambio,

EAAT4-5 se encuentran fundamentalmente en neuronas; y EAAT3 en neuronas y
astrocitos (78).
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Receptores glutamatérgicos

El Glu ejerce su efecto excitador a través de la activacién de dos tipos de
receptores, comunmente clasificados como ionotrépicos (79) y metabotrépicos (80)
(Figura 7).

Los receptores ionotropicos glutamatérgicos actdan como canales idnicos
activados por ligando; permiten la entrada de Na* y Ca™; despolarizan rapidamente
la neurona; y se clasifican en receptores para el N-Metil-D-Aspartato (R-NMDA), para
el acido propidnico 3-amino-4-hidroxi-5-metil isoxasol (R-AMPA) y para el acido
kainico (R-KA), de acuerdo con su afinidad por agonistas especificos (81,82,83)
(Figura 7). Estructuralmente, estos receptores actaaﬁ como complejos
macromoleculares oligoméricos formados por 5 subunidades polipeptidicas. Cada
subunidad posee cuatro dominios hidrofébicos (M1-4), de los cuales M1, M3 y M4
atraviesan completamente la membrana, en tanto que M2 entra a la membrana y
regresa al citoplasma sin tocar la cara extracelular. De esta forma, las subunidades
tienen el grupo amino terminal en la cara extracelular y el carboxilo terminal en la
cara intracelular de la membrana plasmatica (84,85) (Figura 8). De cada una de las
subunidades que integran los receptores ionotrépicos glutamatérgicos existen
multiples variantes de expresibn y empalme, las cuales al combinarse
alternativamente, permiten la estructuracién de receptores funcionalmente diferentes
con afinidad por el mismo agonista selectivo (84},

El R-NMDA se caracteriza por ser dependiente de voltaje, es altamente
permeable a Ca™ y cuenta con multiples sitios de regulacion farmacolégica, entre los
que se incluyen sitios de unién para: 1)el transmisor, sus agonistas y antagonistas
competitivos; 2)glicina (coagonista); 3)fenciclidina y MK801 (bloqueadores del canal
idnico); 4)Mg** (bloqueador del canal i6nico sensible a la despolarizacion); 5)Zn**
(modulacién positiva del canal), y 6)poliaminas (modulaciéon positiva o negativa,
dependiendo del compuesto y de la concentracion del mismo), ademas de un sitio
sensible a cambios de o6xido-reduccion (85,86,87). Este receptor puede estar
formado por la combinacion de las subunidades NR1 y NR2A-D, de las cuales NR1

determina la existencia de un canal funcional y NR2A-D las propiedades
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electrofisiologicas del canal (88,89) (Figura 7).
Los receptores no-NMDA (AMPA y KA) son independientes de voltaje, exhiben

mayor permeabilidad para el Na®*, son los responsables de la transmisién sinaptica
excitadora rapida y se distribuyen ampliamente dentro del SN (90). En el caso de los
R-AMPA, que también unen acido kainico pero con baja afinidad, pueden estar
formados por las subunidades GluR1-4, las cuales durante la maduracién del ARNm,
dan lugar a variantes de empalme que originan receptores con diferente
permeabilidad i6nica (89,90,91). Los R-KA pueden estar formados por las
subunidades GIuR5-7 en combinacion con KA1-2, proteinas que tienen una mayor
afinidad de unién para el KA (90,92) (Figura 7).

Por otro lado, los receptores metabotrépicos glutamatérgicos interactuan
con proteinas-G y promueven la activacién de cascadas de segundos mensajeros.
Se componen de una sola cadena polipeptidica, la cual cuenta con siete dominios
transmembranales y dos hidrofilicos, uno en la cara extracelular con el extremo
amino y ofro en la cara intracelular con el extremo carboxilo (93). Dentro del SN,
existen por lo menos, 8 subtipos de receptores metabotropicos glutamatérgicos,
conocidos como mGIuR1-8. En el caso de mGIuR1 y mGIuRS su activacién se
relaciona con la estimulacion de la fosfolipasa C y la produccion de IPs y DAG, en
tanto que la activacion de mGluR2-4 y mGIuR6-8 inhibe a la adenilato ciclasa y
reduce los niveles de AMPc (93,94) (Figura 7).

IMPLICACIONES FUNCIONALES DE LA NEUROTRANSMISION
GLUTAMATERGICA
El Glu, a través de la activacion de sus diferentes tipos de receptores, parece
estar asociado con muchas de las funciones del SN. La activacién del R-NMDA
favorece la plasticidad neuronal, en procesos tales como el aprendizaje, la memcoria,
la dominancia ocular, la especificidad sinaptica y el crecimiento neuronal; y controla

la transmision sensorial visual, la respiraciéon y la presién sanguinea (87,90).



A. Receptor NMDA B. Receptor AMPA/AK
SUBUNIDADES: NR1A-H Y NR2A.D SUBUNIDADES: GluR1-4
NMDA, Glu
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FIGURA 7. Receptores Glutamatérgicos. Los esquemas muestran los
mecanismos activados por la interaccion del Glu con los receptores ionotrépicos
(A, B, y C) y metabotropicos (D), asi como los tipos y subtipos de subunidades gue
pueden conformar a dichos receptores. En el caso del R-NMDA, se muestran los
multiples sitios de modulacién y del bloqueo de la corriente idnica activada por
este receptor.
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FIGURA 8. Configuracién transmembranal de las subunidades proteicas que
componen a los receptores ionotrépicos giutamatérgicos.
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Ademas, el R-NMDA también participa en el establecimiento de algunas
alteraciones neurolédgicas, tales como el dafio cerebral isquémico, el dafio neuronal
hipoglucémico, la epilepsia, la esclerosis lateral multiple y la atrofia
olivopontocerebelar (87) (Figura 9). Condiciones que han impulsado al desarrolio de
antagonistas cada vez mas potentes y selectivos, como posibles medidas
terapeuticas.

Comuanmente, una célula neuronal que expresa R-NMDA, también cuenta con
receptores no-NMDA, los cuales parecen ser importantes para generar una
despolarizacion rapida y eliminar el bloqueo dependiente de voitaje que ejerce el
Mg™* sobre el canal dei R-NMDA (95,96). Ademas, se ha demostrado la presencia de
receptores no-NMDA sobre terminales glutamatérgicas, los cuales al activarse
promueven la liberacién del Glu (95). Por otro lado, tanto los antagonistas NMDA
como los no-NMDA protegen efectivamente contra las crisis convulsivas (97,98,99) o
el dafio neuronal (100,101) producidos por el Glu y también pueden evitar ios
fenédmenos de potenciacion de largo término (LTP) (102) o depresion de largo

termine asociados con la plasticidad neuronal (LTD) (87).

NEURODEGENERACION EXCITOTOXICA

Hace aproximadamente 40 afios, Lucas y Newhouse, tratando de encontrar
algin compuesto que pudiera disminuir la distrofia retiniana, descubrieron que la
inyeccion sistémica del Glu destruia la capa neuronal interna de la retina inmadura
de! ratén (103). Doce afios después, junto con la propuesta de que el Glu podia
actuar como neurotransmisor dentro del SNC, se demostraron sus efectos toxicos no
s6lo en las células de la retina, sino también en neuronas de ratones (104), ratas
(105) y monos (106) recién nacidos. En 1971, Olney acuiidé el termino de
excitotoxicidad para referirse a la muerte neuronal producida por sobreactivacion de
los receptores giutamatérgicos (107). La gran cantidad de estudios realizados en

diferentes sistemas neuronales, tanto in vivo como in vitro, sobre el proceso
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neurodegenerativo inducido por el Glu, ha permitido proponer que los mecanismos
excitotoxicos pueden estar implicados en la muerte neuronal (Figura 9) producida por
el trauma cerebral (108), 1a epilepsia (109) y el envenenamiento con domoato (110).
Ademas, se cree que también pueden estar relacionados con algunos padecimientos
neurodegenerativos como la enfermedad de Huntington, Alzheimer o Parkinson
(83,100). Respecto a esto, se ha 6bservado que las lesiones producidas por
andlogos del Glu en las células estriatales se asemejan a las encontradas en la
corea de Huntington (111).

Estudios in vitro han demostrado que dependiendo del esquema de aplicacion,
el Glu puede generar diferentes procesos neurodegeneratlvbs. Asi, exposiciones
breves al Glu producen muerte neuronal aguda, caracterizada por cambios
neurodegenerativos inmediatos, tales como la picnosis nuclear y la inflamacion
edematosa del soma neuronal y las dendritas, procesos iniciados por trastornos en el
flujo transmembranal de Na* y CI. Por otro lado, la exposicién prolongada al Glu
produce muerte neuronal retardada, la cual depende de una entrada masiva de
Ca™" y requiere de varias horas para presentarse (112).

La sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos, eleva excesivamente la
concentracion intracelular de Ca™, lo que promueve la activacion de diferentes
procesos implicados en la muerte neuronal, entre ellos: 1)la generacion de radicales
libres que inducen la lipoperoxidacién de los lipidos membranales (113) (Figura 10},
2)la sintesis de Oxido nitrico, molécula que puede actuar como retromensajero y
potenciar la liberacion del Glu incrementando su efecto excitotoxico (114) (Figura 10);
3)la activacién inespecifica de multiples cadenas enzimaticas, condicion que alteraria
las vias de sefalizacion intracelular y favoreceria la protedlisis del contenido
citoplasmatico (113) (Figura 10); y 4)alteraciones mitocondriales relacionadas con
disminuciones en el metabolismo energético, lo que promoveria la generacién de
radicales libres (115) (Tabla 1).

Recientemente, se ha sugerido que la neurcdegeneracion iniciada por el Giu

depende en gran medida del estado funcional de la mitocondria, debido a que



28

disminuciones en la tasa metabdlica celular alteran la homeostasia del Ca™,
condicién inductora de la muerte neuronat (114,115,116) (Tabla 1). Ademas, se
conoce que dependiendo del estado mitocondrial o de la intensidad de! dafio, el Glu
puede desencadenar muerte celular por apoptosis o necrosis (114,117,118), de
manera semejante a la muerte celular retardada o aguda, respectivamente (112,119).

De esta forma, se ha propuesto que la excitotoxicidad puede estar implicada
en algunos padecimientos neurodegeneratives, relacionados con alteraciones en ia
funcion mitocondrial, tales como la enfermedad de Huntington y el Parkinson
(120,121). Asi, algunos antagonistas glutamatérgicos poseen efectos protectores
contra las lesiones neurotoxicas inducidas por los inhibidores de la funcion
mitocondrial: malonato (120) y acido 3-nitropropiénico (121), lesiones que tienen
semejanza con las observadas en dichos padecimientos.

ADMINISTRACION NEONATAL DE GLUTAMATO MONOSODICO

La administracién sistémica del glutamato monosédico (GMS) se ha utilizado
ampliamente para caracterizar la susceptibilidad neuronal a los efectos excitotoxicos
del Glu in vivo. Asi, se ha demostrado que practicamente todas las especies de
mamiferos son susceptibles a la excitotoxicidad inducida por el Glu. Sin embargo, la
severidad de |a lesién depende de la especie, la edad y e! sexo, asi como de la via
de administracién del GMS (122). Particularmente, los animales recién nacidos son
mas susceptibles al GMS, lo cual puede deberse a una mayor permeabilidad de la
barrera hematoencefalica para el Glu (70), a que los sistemas de recaptura para Glu
no estan bien establecidos todavia (123) y a la presencia de receptores ionotropicos
glutamatérgicos que generan una corriente de Ca’" de mayor intensidad y duracion
que la observada en los adultos (89,91), dichas condiciones podrian potenciar los
efectos toxicos del Glu.

La caracterizacion de la susceptibiidad de los diferentes sistemas de

neurotransmision a los efectos neurotéxicos del Glu en animales recién nacidos, es
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importante, pues podria brindar luz sobre algunos padecimientos neuronales que se
presentan después de la hipoxia-isquemia neonatal, tales como las crisis convulsivas
la degeneracion de areas circunventriculares, ya que tanto en la hipoxia como en la
isquemia cerebral existe un aumento excesivo de la concentracion intracerebral del
Glu (87). De este modo, en nuestro laboratorio se ha utilizado el modelo de la
administracién neonatal de GMS, para tratar de establecer la susceptibilidad que
tienen los sistemas de neurotransmisidon colinérgica y GABAérgica al efecto
excitotéxico del Glu, ya que estos sistemas se ven particularmente afectados en
diversos padecimientos neurodegenerativos. Asi, recientemente se ha demostrado
que el tratamiento neonatal con GMS produce alteraciones uitraestructura!es en la
corteza cerebral, el estriado y el hipocampo de la rata (123); asociadas con cambios
en la actividad de la colina-acetil-transferasa, en la densidad y afinidad de receptores
muscarinicos (124). Ademas, también se han reportado alteraciones en los patrones
de union de [*H]-Glu (125) y [°H]-KA (128); asi como en la liberacién de [°H]-GABA
estimulada por *K en las mismas regiones cerebrales (123). Por lo que, en el
presente trabajo, se determiné la densidad de células GABAérgicas, la actividad
enzimatica total y las propiedades cinéticas de la descarboxilasa del &cido glutamico
(GAD; EC 4.1.1.15) en diferentes regiones cerebrales con inervacion glutamatérgica

y sensibles a degenerar, después del tratamiento neonatal con GMS.
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MECANISMOS INTERVENCION MANIFESTACIONES
CELULARES FARMACOLOGICA CLINICAS

DISMINUCION DE LA

ACTIVIDAD INHIBIDORA
GABAérgica
AGENTES
ALTERACIONES ANTIEPILEPTICOS
FUNCIONALES = yIPEREXCITABILIDAD — > CRISIS
DE LOS ASTROCITOS NEURONAL i} CONVULSIVAS
AUMENTO DE LA
ACTIVIDAD EXCITADORA
GLUTAMATERGICA AGENTES
NEUROPROTECTORES
MUERTE NEURONAL [T . ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

FIGURA 9. Mecanismos celulares implicados en el establecimiento de las crisis
convulsivas y las enfermedades neurodegenerativas. Nétese que el aumento en la
neurotransmision glutamatérgica se asocia con ambos padecimientos.
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FIGURA 10. Mecanismos celulares implicados en la excitotoxidad generada por la

sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos.
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TABLA 1. INTERACCIONES ENTRE LOS MECANISMOS
BIONERGETICOS Y EXCITOTOXICOS

Alteracion secundaria

Despolarizacion celular debido a una
disminucién en la actividad de la

las concentraciones

Evento Alteracidn inicial
{ {ATP] celular

ATPasa-Na*/K*
Activacién Aumentc de
del R-NMDA

Disminucion de la salida
de Na*debido a una
reduccion en la actividad
de la ATPasa-Na*/K*

Alteraciébn metabolica-
mitocondrial

Alteraciébn metabélica-
mitocondrial

citosdlicas de Na* y Ca**

Disminucién del intercambic de
Na*/Ca** y de la recapiura de
glutarmato dependiente de Na*

Despolarizacién mitocondrial debido
a una disminucién en el flujo de
protones durante la  cadena
respiratoria

Mayor produccién mitocondrial de
especies reaclivas de oxigeno, es
decir, de radicales libres

Eliminacion del bloqueo dependiente
de voltaje ejercido por el Mg** sobre et
R-NMDA

Elevacién de ta recaptura mitocondrial
de Ca*. Aclivacion de lipasas,
proteasas y de la sintasa del 6xido
nitrico

Aumento en la concentracién citosdlica
de Ca** y en la concetracion
extracelular de glutamato

Disminucion de  la  recaptura
mitocondrial de Ca**, o que
promueve la elevacién de la de Ca*+

Aumento en la  permeabilidad
mitocondrial y dafio metabdlico

Tomada de Greene y Greenamyre, 1996.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Evidencias recientes proponen la asociacién entre el establecimiento de
padecimientos neurodegenerativos y el dafio neuronal excitotéxico producido por la
activacion excesiva de los receptores glutamatérgicos (R-Glu). Por otro lado, se ha
observado que diferentes neurotoxinas inducen muerte neuronal en regiones
cerebrales donde existen densidades altas de R-Glu. Ademas, se ha demostrado que
las células GABAérgicas son altamente susceptibles a degenerar, tanto en
padecimientos neuronales como en los modelos de neurotoxicidad. Uno de los
modelos utilizados, para la caracterizacidon de ia muerte neuronal excitotédxica,
consiste en la administracién de glutamato monosédico (GMS) por via sistémica a
animales recién nacidos. Dicho tratamiento modifica la liberacién de [°H]-GABA
estimulada por *K en rebanadas de diferentes regiones cerebrales, sin embargo, se
desconoce si estas modificaciones se deben a la degeneracién de las neuronas
GABAérgicas. Comunmente, las alteraciones en la neurotransmisién GABAergica se
relacionan con cambios en la densidad de células GABAérgicas, asi como en la
actividad de la enzima sintetizadora del GABA, la descarboxilasa del acido glutamico
(GAD; EC 4.1.1.15). Por 1o que, en este trabajo se evalu¢ el efecto del tratamiento
neonatal con GMS sobre la densidad de células positivas a la inmunocitoquimica
para GABA y sobre la actividad y propiedades cinéticas de la GAD en la corteza
cerebral, el estriado y el hipocampo de la rata, regiones con inervacién

glutamatérgica y susceptibles a degenerar en diferentes padecimientos neuronales.



HIPOTESIS

Si el sistema GABAérgico es sensible al efecto excitotéxico del glutamato, ia
actividad de ia descarboxilasa del acido glutamico (GAD; EC 4.1.1.15) y 1a densidad
de células GABAérgicas se reduciran en diferentes regiones cerebrales con

inervacion glutamatérgica, después del tratamiento neonatal con GMS.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la densidad de células GABAérgicas, la actividad total y las
propiedades cinéticas de la descarboxilasa del acido glutamico (GAD; EC 4.1.1.15)
en diferentes regiones del cerebro de la rata después del tratamiento neonatal con
glutamato monosédico (GMS).

OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Determinar el efecto de la administracién neonatal del GMS sobre la actividad
enzimatica total de la descarboxilasa del acido glutdmico (GAD; EC 4.1.1.15) en

la corteza cerebral, el estriado y el hipocampo de la rata a los 14, 21, 30 y 60 dias
de edad posnatal.

2. Analizar las propiedades cinéticas de la GAD (Km y Vmax) en la corteza cerebral,
el estriado y el hipocampo de la rata a los 14, 21, 30 y 60 dias de edad posnatal
después del tratamiento neonatal con GMS.

3. Determinar el efecto de la administracién neonatal de GMS sobre la densidad de
células GABAérgicas en la corteza cerebral, el estriado y el hipocampo de la rata
a los 60 dias de edad posnatal.
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron ratas macho, recién nacidas de
la cepa Wistar, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio (ciclos luz-
oscuridad 12X12h, temperatura ambiental 25°C y humedad relativa 40%) con libre

acceso al agua y al alimento hasta la edad de sacrificio.

Disefio y Tratamiento de Grupos

Los animales utilizados se dividieron en tres grupos de trabajo:

Grupo |: Animales intactos que no recibieron ningun tratamiento (Grupo Intacto).
Grupo II: Animales a los que se les administré NaCl equimolar a la concentracion de
sodio contenida en el glutamato monosddico, correspondiente a una dosis de 1.38
mg/g de peso corporal por via subcutanea los dias 1, 3, 5 y 7 de edad posnatal
(Grupo Testigo).

Grupo Ili: Animales que fueron tratados con glutamato monosédico (GMS) a la dosis
de 4 mg/g de peso corporal por via subcutanea los dias 1, 3, 5 y 7 de edad posnatal
(Grupo Experimental).

Los grupos de trabajo se manejaron en camadas de 8 animales, cada una
formada por 4 animales experimentales y 4 animales control (intactos o testigos), de
manera gue estuvieran sometidos a las mismas condiciones.

El sacrificio de los animales se realizé por decapitacién a los 14, 21, 30 y 60
dias de edad posnatal, entre las 8:00 y las 9:00 horas del dia.

Actividad de la Descarboxilasa del Acido Glutamico (GAD)

Para determinar la actividad de la GAD, los animales se sacrificaron por
decapitacion, se extrajo el cerebro inmediatamente y se mantuvo a 4°C en un bafio
frio de sacarosa 0.32 M para disecar las regiones de interés: corteza cerebral, cuerpo

estriado e hipocampo. Los tejidos se mantuvieron en frio y se homogeneizaron en
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sacarosa 0.32 M (1000 ng de prot/100 pul). Los homogeneizados de tejido cerebral se
mantuvieron a -20°C hasta el dia siguiente.

La actividad de la GAD, se determiné al cuantificar la cantidad de [**C]O;
liberado a partir de la transformacién de 1-["*CJ-L-Giutamato (['*C]-Glu) en GABA
(Figura 1). _

El ensayo enzimatico se realizd de acuerdo con la metodologia propuesta por
Tapia y Salazar (1991) (127) para determinar la actividad total de la GAD (GADgs y
GADgy) y consistid6 brevemente en lo siguiente. En tubos de vidrioc de 1 ml se
colocaron 90 pl de tejido (800-900 ng de proteina), se agregaron 20 pl del cofactor
fosfato de piridoxal (PLP; 0.2 mM), 20 ul de glutamato frio y 20 ul de 1-["*C}-Giu
(Actividad especifica 0.05 uCi/1.5 umol, equivalente a 10 mM de Glu). Enseguida,
cada tubo con la mezcla de reaccién se conecté con otro tubo que contenia 200 pl de
hidroxido de benzetonio (Hyamina; capturador de CO,), ya conectados ambos tubos
se incubaron a 37°C en un bafio Maria con agitacion por 30 min, después de los
cuales se detuvo la reaccion agregando a la mezcla 200 ul de H,SO4 6 N, ambos
tubos permanecieron en el bafio Maria con agitacién durante una hora mas, para
permitir la fijacion del CO; capturado. Transcurrido ese tiempo, cada pareja de tubos
se desconectd y el tubo con Hyamina se colocd en un vial, al cual se le agregaron 10
mi de liquido de centelleo. La cuantificacion de la radiactividad se llevd a cabo, al dia
siguiente, en un contador de centelleo liquido Beckman LS-8000. La actividad
enzimatica de cada muestra se determiné por triplicado. En cada ensayo se
incluyeron ademas de las muestras, un blanco de reactivos que en vez de tejido
tenla 80 pl de sacarosa 0.32 M y un blanco de tejido con proteina desnaturalizada
por calentamiento excesivo, los cuales se utilizaron para estimar la radiactividad
inespecifica. La concentracién de proteinas de cada una de las muestras se
determind por el método de Lowry (128).

Los resultados se expresan como CO; liberado en nmol/mg de proteina/30
min y representan la media + la desviacion estandar de la media de 8-12

experimentos por triplicado.
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Cinética de la GAD

Para determinar las propiedades cinéticas de la GAD se evalud su actividad
utilizando las siguientes concentraciones de Giu 0.75, 1.25, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15y 20
mM, bajo el procedimiento descrito con anterioridad.

La constante de Michaelis-Menten (Km) y la. velocidad maxima (Vmax) se
determinaron mediante la transformaciéon de los dobles reciprocos de Lineweaver-
Burk. Los valores de Km se expresan en concentracion mM y la Vmax en nmol/mg de
proteina/30 min.

Los resultados muestran la media  la desviacién estandar de la media de 3
experimentos con determinaciones por triplicado para cada punfo de la curva.

Inmunocitoquimica de las células GABAérgicas

Los animales utilizados para la inmunocitoquimica de las células
GABAérgicas, se perfundieron por via intracardiaca con solucién lavadora
(amortiguador de fosfatos de sodio (PB) 0.1 M, pH 7.4) hasta la decoloracion de los
pulmones y el higado; posteriormente, se perfundieron con solucién fijadora
(paraformaldehido 4% y glutaraldehido 0.5% en PB 0.1 M, pH 7.4) hasta la rigidez
total de la cola (129,130).

Inmediatamente después de la perfusion, se extrajo el cerebro y se mantuvo
en solucién fijadora durante una semana (131). Transcurrido este tiempo, se
separaron el cerebro, el cerebelo y el tallo cerebral. Del cerebro se obtuvieron cortes
corénales seriados de 40 um de grosor, donde se realizaron las observaciones de la
corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo. Los cortes se realizaron en un
microtomo de vibracion (Leica VT-10000M) y fueron colectados en amortiguador
salino de fosfatos de sodio (PBS) 0.1 M, pH 7.4,

La inmunocitoquimica del GABA se realizé de acuerdo con la metodologia
descrita por Orozco-Suarez, S. (1997) (131). Los cortes se transfirieron a cajas de
cultive de 24 pozos y se incubaron durante una hora en Triton X-100 0.5% en PBS
0.1 M (pH 7.4) durante 1 h. Posteriormente, con el objeto de restablecer la

antigenicidad del tejido, las rebanadas se sometieron a un calentamiento maximo
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con microondas en amortiguador de citratos de sodio {CB) 0.01 M (pH 6) por 25 s.
Inmediatamente después, se les agregd CB 0.01 M (pH 6) fresco y se incubaron por
20 min. Enseguida se lavaron con PBS 0.1 M (pH 7.4), en dos ocasiones, cada una
por 5 min. Después de los lavados, las rebanadas se incubaron con suero normal de
cabra 1:200 en PBS 0.1 M (pH 7.4) adicionado con albumina de suero bovino (BSA)
0.1% durante 30 min. Posteriormente, se agregé el anticuerpo anti-GABA 1:1000
(policlonal de conejo, SIGMA, A-2052) en PBS 0.1 M (pH 7.4) con BSA 0.1% por 48
h en temperatura ambiente con agitacién constante. Enseguida, se elimin6 el
anticuerpo primario mediante dos lavados con Tritén X-100 0.1% en PBS 0.1 M (pH
7.4) cada uno de 5 min. Posteriormente, las rebanadas se incubaron con el
anticuerpo anti-lgG de conejo 1:200 (Vectastain Elite ABC Kit, rabbit 1gG, Vector
Laboratories) en PBS 0.1 M (pH 7.4) con BSA 0.1% por 2 h. El anticuerpo secundario
se elimind, nuevamente a través de dos lavados con Tritén X-100 0.1% en PBS 0.1
M (pH 7.4) cada uno de 5 min. Entonces, se les agreg6 el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vectastain Elite ABC Kit, rabbit 1gG, Vector Laboratories), donde se
incubaron durante 1 h. Después, de dos lavados con Tritén X-100 0.1% en PBS 0.1
M (pH 7.4) cada uno de 5 min, se reveld la tincidon inmunocitoquimica con
diaminobenzidina (DAB) 0.05% y perdxido de hidrogeno 0.03% en PBS 0.1 M (pH
7.4} por 15-30 s. Finalmente, las rebanadas se sometieron a dos lavados con Triton
X-100 0.1% en PBS 0.1 M (pH 7.4) cada uno de 5§ min, después de los cuales se
transfirieron a PBS 0.1 M (pH 7.4) hasta el montaje.

Para valorar la especificidad del marcaje algunas rebanadas se procesaron
eliminando la incubacién con el anticuerpo primario.

Después de la inmunocitoquimica los cortes se montaron en portaobjetos
cubiertos con poli-lisina 0.01%, se dejaron secar y se sometieron a los procesos

clasicos de deshidratacién, aclaramiento y montaje, para su observacion al
microscopio compuesto.
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Cuantificacion del niimero de células GABAérgicas.

La densidad de las células GABAérgicas se evalud en las preparaciones
obtenidas de dos animales intactos, dos tratados con NaCl y tres con GMS de 60
dias de edad. Ef conteo se realizd en un microscopio Leica DMLS acoplado a un
sistema de computo que cuenta con el softiware LEICA Q500/W para el analisis de
imagenes. Las dimensiones de los campos de observacién fueron de 303.52 ym X
236.02 pm (71,636.79 um?) en el objetivo 20X. Para cada regidn se analizaron de 7-
10 rebanadas por animal.

De cada regiéon de interés se analizaron areas que se conoce tienen alta
densidad de céiulas GABAérgicas y terminales glutamatérgicas; considerandose sélo
a las células tefiidas intensa y uniformemente que se encontraban completamente
dentro del campo de observacion.

Para la corteza cerebral el area analizada correspondié a la descrita por
Watson y Paxinos (1986) (132) como los campoes Fr1 y Fr2 de la corteza frontal de la
rata (AP: 1.2-0.2mm; L; 0.7-3.2mm; en relacién al Bregma) (Figura 11) (133). El
conteo se realizd a través de todas las capas de la corteza cerebral en columnas de
seis campos y de cada rebanada se analizaron seis columnas (Figura 12). En el
cuerpo estriado se observaron 30 campos por rebanada del area superior del
caudado putamen anterior (AP: 1.2-0.2mm; L: 1.0-3.6mm; V. 3.4-5.4mm; en relacién
al Bregma) (Figura 11) (132,134). Mientras que para el hipocampo se analizo el
area correspondiente al hipocampo dorsal (4.8-5.8 mm rostrales a la linea interaural)
(132) y se contabilizaron todas las células GABAérgicas tanto de la formacién
hipocampal (CA1 y CA2-3) como del giro dentado (Figura 13) (135).

Los resultados se expresan como la media t el error estandar de la media del
numero de células por campo para la corteza cerebral y el cuerpo estriado y por
regidn para la formacién hipocampal {CA1 y CA2-3) y el giro dentado.
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FIGURA 11. Cortes coronales de la corteza cerebral y el estriado de la rata. Las
zonas sombreadas corresponden a las areas en las cuales se determiné la
densidad de las células GABAérgicas para cada region.
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FIGURA 12. Histoarquitectura tipica de la corteza cerebral. Los nimeros romanos
indican las diferentes capas corticales: I.Molecular; II.Granular externa;
III.Piramidal externa; IV.Granular interna; V.Piramidal interna; y VI.De células
polimérficas. En cambio los numeros arabigos indican el eje longitudinal (303.52
pm) de los campos de conteo en que se determind la densidad de las células
GABAérgicas
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5.7 mm rostrales a la linea interaural 5.4 mm rostrales a la linea interaural

5.2 mm rostrales a la linea interaural 4.8 mm rostrales a la linea interaurat

FIGURA 13. Cortes coronales del hipocampc de la rata. Muestran los niveles en
que se determind la densidad de las células GABAérgicas.



Andlisis Estadistico de los resultados
Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron mediante las

pruebas estadisticas de ANOVA de una via y t de Student, considerandose
significativas aquéllas con una p<0.05.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de ta mejor calidad disponible. Para la
actividad de la GAD: |la sacarosa y el acido sulfirico de la casa comercial J.T.Becker,
el NaCl, el GMS, el fosfato de piridoxal, el hidréxido de benzetonio (Hyamina) y los
reactivos para la determinaciéon de proteinas de SIGMA; y- el 1-"*C-L-glutamato
(45mCi/mmol) de NEN-DUPONT. Para la tincidon inmunocitoguimica del GABA: el
anticuerpo policlonal anti-GABA de conejo fue de SIGMA, el anticuerpo anti-IgG vy el
complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain Elite ABC Kit, rabbit IgG) de Vector
Laboratories; el paraformaldehido, el glutaraldehido, las sales para preparar los
amortiguadores, la albumina, el Tritén X-100, la poli-lisina y la resina para montaje de
SIGMA,; el etanol y el xilol de J.T. Becker.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Ratas macho Wistar
recién nacidas

Grupo Grupo
Testigo Experimental

NaCl 1.38 mg/g GMS 4 mg/g
Inyeccion subcutanea
1,3,6 y 7 dias posnatales
Sacrificio por decapitacién a los
14,21,30 y 60 dias posnatales
Corteza Cuerpo
Cerebral Estriado Hipocampo

! ! !
Actividad Cinética Inmunocitoquimica de
de la GAD de la GAD las células GABAérgicas
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RESULTADOS

Corteza Cerebral

La actividad de la GAD en el grupo intacto se elevé significativamente a los 21
dias posnatales, incluso por arriba del doble en comparacién con los 14 dias
posnatales. Sin embargo, a partir de los 30 dias posnatales esa actividad se redujo a
niveles inferiores (Figura 14).

El tratamiento neonatal con NaCl no produjo cambios significativos en la
actividad de la GAD, en ninguna de las regiones o edades estudiadas (Figuras 14, 19
y 24). Por lo que las propiedades cinéticas de la GAD no fueron evaluadas en el
grupo tratado con NaCl.

Por otro lado, el tratamiento neonatal con GMS redujo significativamente la
actividad de la GAD a los 21 y 80 dias posnatales, con respecto a ambos grupos
control. Ademas, a los 30 dias posnatales se observé una ligera recuperacion en la
actividad de la GAD por arriba de la observada en el grupo intacto, sin embargo esta
elevacion no fue estadisticamente significativa (Figura 14).

El aumento en la actividad de la GAD que se observé a los 21 dias posnatales
en el grupo intacto se asocié con un aumento en fa Vmax y en la afinidad de la
enzima por el sustrato, en relacién con los valores correspondientes a los 14 dias
posnatales (Tabla 2).

Las modificaciones producidas por el tratamiento neonatat con GMS sobre la
actividad de la GAD también estan relacionados con cambios en las propiedades
cinéticas de la GAD. Asi, a los 21 dias posnatales se observé una disminucion, tanto
en la Vmax como en la afinidad; mientras que a los 60 dias posnatales se presenté
un aumento en la Vmax y una reduccion en la afinidad (Tabla 2).

En los animales adultos intactos, la células GABAérgicas aparecen a lo largo
de todas las capas corticales, sin embargo, su densidad por campo fue muy variable
a lo largo de una columna y entre columnas, encontrando en aigunos conteos,
densidades celulares correspondientes a mas del doble del valor promedio
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reportado. De esta forma, el valor promedio de células GABAérgicas fue de 4 a 12
células por campo a lo largo de las columnas, encontrandose el valor menor en el
campo 8 y el valor mayor en el campo 2. La morfologia de las células GABAérgicas
corticales es muy variada y las dimensiones del eje mayor del soma es desde
aproximadamente 10 um hasta mas de 20 pm (Figuras 15,16y 18).

El tratamiento con GMS reduj6 1a densidad de células GABAérgicas corticales
y también modificd su distribucién a lo largo de las columnas. Asi, el campo de mayor
densidad {10 células por campo) en los animales tratados con GMS correspondi¢ al
campo 1, mientras que en los demas campos la densidad ceiular fue
significativamente menor con respecto a ambos grupos control (Figura 17-18).

Por otro lado, el tratamiento con NaCl también redujo la densidad celular en
algunos campos (2, 4 y 8), sin embargo, esta disminucién fue menor que ia
producida por el tratamiento con GMS (Figura 17-18).

Estriado

La actividad de la GAD en el estriado también se increment6 a los 21 dias
posnatales en el grupo intacto, sin embargo esta elevacién con respecto a los 14
dias posnatales fue menor que la observada en la corteza cerebral (Figuras 14 y 19).

El tratamiento con GMS mantuvé elevada la actividad de la GAD, a lo largo de
todas las edades estudiadas, sin embargo este aumento sélo fue significativo
respecto a ambos grupos control a los 60 dias posnatales (Figura 19), edad en la que
parece asociarse con un aumento en la Vmax y en la afinidad de la enzima por el
sustrato (Tabla 3).

Por otro lado, la densidad de células GABAérgicas estriatales en fos animales
adultos intactos (9 células por campo), al igual que en la corteza cerebral varié a lo
largo de los campos seleccionados desde 4 células en los campos de menor
densidad hasta 16 células en los de mayor densidad. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en la corteza cerebral, todas las céiulas GABAérgicas estriatales son

pequefias, ya que el eje mayor del soma mide aproximadamente entre 9 y 12 um.
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Ademas, es importante sefialar que la mayoria de estas células se encuentran en la
cercania de las lagunas estriatales (Figuras 20-23).

El tratamiento con NaCl no modificé significativamente la densidad de las
ceélulas GABAérgicas estriatales, pero el tratamiento con GMS disminuy0 la densidad

celular por campo de manera significativa con respecto a ambos grupos control
(Figura 22-23).

Hipocampo

La actividad de la GAD en esta regidn tuvo un patron similar al observado en
el estriado, tanto para los animales intactos como para los tratados con GMS, en los
cuales se elevd la actividad de la enzima, de manera significativa con respecto a
ambos grupos control a los 60 dias posnatales (Figura 24). El aumenio en la
actividad de la GAD ocasionado por el tratamiento con GMS se asocia con un
aumento en la Vmax y una disminucién en la afinidad de la enzima por el sustrato
(Tabla 4).

Las células GABAergicas hipocampales de animales adultos intactos son mas
abundantes en CA1 que en CA2-3 o en giro dentado; y se concentran
fundamentalmente en los estratos piramidal, radiado y lacunoso-molecular, asi como
en la regién hilar del giro dentado. La mayoria de las células GABAérgicas
hipocampales encontradas en el estrato piramidal son grandes y el eje mayor de su
soma mide entre 15 y 25 um, lo mismo que algunas células de la capa molecular del
giro dentado. Ademas, el soma de la mayoria de las células GABAérgicas del estrato
piramidal tienen su eje mayor orientado perpendicularmente al de las células
piramidales. Por otro lado, las células GABAérgicas del giro dentado son mas
pequefias y el gje mayor de su soma apenas alcanza los 20 um (Figuras 25-28).

El tratamiento con GMS disminuyd significativamente la densidad de las
células GABAérgicas tanto en CA1, como en CA2-3 y en giro dentado, con respecto
a ambos grupos control. De igual forma, el tratamiento con NaCl también redujo la
densidad de las células GABAérgicas en CA1 y en giro dentado, sin embargo, esta
disminucién fue menor que la producida con GMS (Figura 27-28).



FIGURA 14. ACTIVIDAD DE LA GAD DURANTE EL DESARROLLO
POSNATAL DE LA CORTEZA CEREBRAL DE LA RATA
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Los valores muestran la media + la desviacion estandar de la media de 8-12

experimentos con determinaciones por friplicado. €©p<0.01 GMS vs. INTACTO; y
%+p<0.05 GMS vs. NaCl.
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TABLA 2. PROPIEDADES CINETICAS DE LA GAD DURANTE EL
DESARROLLO POSNATAL DE LA CORTEZA CEREBRAL DE LA RATA

Vmax Km
EDAD POSNATAL  116timg prot/30min) (mM)
14 DIAS
Intacto 6859+ 329 1.73+0.10
GMS 63.07 £298 1.75+ 012
21 DIAS
Intacto 95,63 +2.49 138019
GMS 73.48+189 % 1.98+0.23 %
30 DIAS
Intacto 77.99 +1.93 1.75 £ 0.09
GMS 75.49 + 2.07 1.84 £0.25
60 DIAS
Intacto 68.59  1.56 1.82+0.16
GMS 88.57 £ 2.09 % 263+017 %

La cinética se realiz6 wtilizando concentraciones de glutamato desde 0.75 hasta 20 mM. Los
valores de Km y Vmax se obtuvieron mediante la transformacion de dobles reciproces de
Lineaweaver-Burk y los valores representan la media z la desviacion estandar de la media de 3
experimentos con determinaciones por friplicado £ p<0.05; < p<0.01; * p<0.005; y 7 p<0.001.
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FIGURA 15. Células GABAérgicas de la corteza cerebral externa. A. Imagen general (250X) de
la distribucion y orientacién de dichas células. B-E. Corresponden a imagenes de células
GABAérgicas individuales (1250X). El asterisco sefiala la posicion de las células que aparecen
en B y la flecha indica los limites de las dos células. Las imagenes de las células individuales
conservan la orientacion en que aparecen a lo largo de las capas corticales.
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FIGURA 16. Células GABAérgicas de la corteza cerebral interna. A. Imagen general (250X) de
la distribucion y orientacion de dichas células. B-E. Corresponden a imagenes de células
GABAérgicas individuales (1250X), las cuales conservan la orientacién en que aparecen a lo
largo de las capas corticales.
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FIGURA 17. DENSIDAD DE CELULAS GABAeérgicas CORTICALES
EN EL CEREBRO DE RATAS ADULTAS
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Los valores representan la media * el error estandar de la media de 96 a 126 conteos
para cada uno de los campos (236.02um X 303.52um; 71,636.79um?2), los cuales se
numeraron del 1 al 6 desde la superficie pial hasta el cuerpo calloso, dentro de una columna
de 236.02um de ancho. @p<0.001 GMS vs. INTACTO, <p<0.05 NaCl vs. INTACTO;
*p<0.05 GMS vs. NaCl; y <p<0.001 GMS vs. NaCl.
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FIGURA 18. Imagenes comparativas de las células GABAérgicas corticales de ratas adultas
intactas (A), tratadas necnatalmente con NaCl (B) y con GMS (C). Las imagenes corresponden
a la corteza cerebral externa (250X). Nétese que la distribucion de las células es diferente en
cada caso.



FIGURA 19. ACTIVIDAD DE LA GAD DURANTE EL DESARROLLO
POSNATAL DEL ESTRIADO DE LA RATA
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Los valores muestran la media + la desviacion estandar de la media de 8-12
experimentos con determinaciones por ftriplicado. ©p<0.01 GMS vs. INTACTO; y
“+p<0.05 GMS vs. NaCl.
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TABLA 3. PROPIEDADES CINETICAS DE LA GAD DURANTE EL DESARROLLO

POSNATAL DEL ESTRIADO DE LA RATA

Vmax Km
EDAD POSNATAL (nmol/mg prot/30min) {mh)

14 DIAS

Intacto 83.03+4.13 1.14 £ 0.09

GMS 7812 +2.08 1.23+0.08
21 DIAS

Intacto 90.05 £ 3.99 1.39 £ 0.09

GMS 8367 £2.97 1.45 + 0.1
30 DIAS

Intacto 101.6 £3.19 2.09£0.07

GMS 103.3£2.35 1.87 £0.14
60 DIAS

Intacto 69.50 £ 2.82 1.83+0.13

GMS 8354 +3.18 % 1.58 + 0.16
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La cinética se realizé ufilizando concentraciones de glutamato desde 0.75 hasta 20 mM. Los
valores de Km y VYmax se obtuvieron mediante la transformacion de dobles reciprocos de
Lineaweaver-Burk y los valores representan la media + la desviacion estandar de la media de 3
experimentos con determinaciones por triplicade. @ p<0.05; % p<0.01; < p<0.005; y ¥¢ p<0.001.
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FIGURA 20. Células GABAérgicas estriatales. Las imagenes muestran la distribucion y
orientacidn de dichas células: A. (250X); B-D. (500X). Obsérvese que muchas células
GABAérgicas se encuentran en los limites de las lagunas estriatales.




FIGURA 21. Células GABAérgicas estriatales. Las imagenes muestran la morfologia y
orientacion de algunas células GABAeérgicas del estriado (A-F; 1250X). Las flechas indican la
presencia de células con poco marcaje, generalmente confinado a los limites del soma. Dichas
células no se consideraron en las estimaciones de la densidad de las células GABAérgicas.
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FIGURA 22. DENSIDAD DE CELULAS GABAérgicas ESTRIATALES
EN EL CEREBRO DE RATAS ADULTAS
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campos (236.02pum X 303.52pum; 71,636.79um?2), ©p<0.001 GMS vs. INTACTO; y «p<0.01
GMS vs. NaCl.
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FIGURA 23. Imagenes comparativas de las células GABAérgicas estriatales de ratas adultas
intactas (A), tratadas neonatalmente con NaCl (B) y con GMS (C) (250X).
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FIGURA 24. ACTIVIDAD DE LA GAD DURANTE EL DESARROLLO
POSNATAL DEL HIPOCAMPO DE LA RATA
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Los valores muestran la media + la desviacion estandar de la media de 8-12
experimentos con determinaciones por triplicado. @p<0.005 GMS vs. INTACTO; y
+p<0.05 GMS vs. NaCl.

61



TABLA 4. PROPIEDADES CINETICAS DE LA GAD DURANTE EL DESARROLLO
POSNATAL DEL HIPOCAMPO DE LA RATA

Vmax Km
EDAD POSNATAL (nmol/mg prot/30min) {mM)

14 DIAS

Intacto 60.12£2.45 1.78 £0.19

GMS 58.13 + 3.02 1.59 +£0.13
21 DIAS

Intacto 8863 + 2.97 2.03+0.09

GMS 87.12 +2.33 1.93+0.12
30 DIAS

Intacto 87.79+213 1.83+0.13

GMS 0512+193 % 259+009 O
60 DIAS

Intacto 71.19+ 1.63 1.79 £ 0.07

GMS 85.28+2.07 4 1.82+£0.16 %

La cinética se realizd utilizando concentraciones de glutamato desde 0.75 hasta 20 mM. Los
valores de Km y Vmax se obtuvieron mediante la transformacian de dobles reciprocos de
Lineaweaver-Burk y los valores representan la media x la desviacién estandar de la media de 3
experimentos con determinaciones por triplicado & p<0.05; % p<0.01; ¥ p<0.005; y v¥ p<0.001.



FIGURA 25. Células GABAérgicas hipocampales. A. Imagen general de la distribucion y
orientacion de algunas células GABAérgicas del hipocampo (125X). Obsérvese Ila
concentracidn de dichas células en los estratos radiado (R) y lacunoso-molecular (LM), asi
como su presencia en el giro dentado (GD). B-E. Imagenes de células GABAérgicas
hipocampales (1250X) ubicadas en los estratos Ry LM,




FIGURA 26. Imagenes individuales de las células GABAérgicas del hipocampo (1250X).
Localizadas: en el estrato lacunoso-molecular (A-C); abajo y arriba del soma de las células
piramidales (D y E, respectivamente); y en el hilus del giro dentado (F).
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FIGURA 27. DENSIDAD DE CELULAS GABAeérgicas HIPOCAMPALES
EN EL CEREBRO DE RATAS ADULTAS
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Los valores representan la media + el error estandar de la media de los conteos de 17

a 29 rebanadas. ©p<0.001 GMS vs. INTACTO; +#p<0.001 NaCl vs. INTACTO; y «p<0.01
GMS vs. NaCl.



FIGURA 28. Imagenes comparativas de las células GABAérgicas hipocampales de ratas
adultas intactas (A), tratadas neonatalmente con NaCl (B) y con GMS (C). Las imagenes
corresponden a los estratos radiado, lacunoso-molecular y molecular del giro dentado en los
limites de CA1 y CA2 (250X).
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DISCUSION

Durante el desarrolio posnatal del SN de la rata, el primer mes de vida es
determinante para la maduracion de los sistemas de neurotransmisiéon y el
establecimiento de sinapsis funcionales definitivas (136). Asi, aunque las neuronas
GABAérgicas existen desde antes del nacimiento, su densidad y patrones de
distribucién finales se aicanzan después de la cuarta semana de vida (133). Al
nacimiento, la concentracion cerebral de GABA se encuentra por debajo de la mitad
de los niveles encontrados en el adulto (137). En tanto que, la actividad de la GAD
comienza a elevarse en los primeros dias después del nacimiento y alcanza su pico
maximo hacia el final de la tercera semana de vida, después de lo cual disminuye
hasta llegar a los niveles normales del adulto (49,50,51,53). Estas observaciones son
congruentes con los resultados obtenidos en este trabajo en los animales intactos,
donde la actividad de la GAD mostré el patron clasico de desarrollo descrito
anteriormente, tanto para la corteza cerebral, como para el estriado y €l hipocampo.
El aumento en la actividad de la GAD que se observd a los 21 dias posnatales en las
regiones estudiadas de los animales intactos se acompafié de una elevacion en la
Vmayx, la cual segun evidencias experimentales, puede deberse a un aumento en la
expresion de ambas formas de GAD (133).

El tratamiento neonatal con GMS redujo la actividad de la GAD en la corteza
cerebral {21 y 60 dias posnatales), en tanto que en el estriado y en el hipocampo la
elevo (60 dias posnatales), significativamente respecto a ambos grupos testigo. En
este sentido, diferentes evidencias experimentales han demostrado que la
administracion intracerebral de algunas neurotoxinas, como el acido kainico, el
NMDA o el acido quinolinico, promueve la muerte neuronal, al mismo tiempo gue
reduce la actividad de la GAD (111,112,138). Ademas, también se ha observado que
después de la muerte neuronal inducida por algin episodio de isquemia cerebral
(62), por la deaferentacion sinaptica (11) o por las crisis convulsivas (61), se eleva la

actividad de la GAD, al parecer debido a un aumento en la expresién de la GADgy
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(62,139,140). De esta forma, tanto la disminucién como el aumento en la actividad de
la GAD pueden ser el reflejo de algun cuadro neurodegenerativo. En este sentido, se
conoce que las tesiones con acido kainico o por isquemia se relacionan inicialmente
con una disminucion en la actividad de la GAD, debido a la muerte de algunas
neuronas GABAérgicas. Sin embargo, después de varias semanas de la lesion, la
actividad de la GAD y la expresion de sus mensajeros se elevan significativamente
en las neuronas que sobreviven (“resistentes”). Este mecanismo compensatorio ha
sido observado tanto en la corteza cerebral (141,142), como en el estriado {143) y en
el hipocampo (144,145), pero en nuestro estudio no parece ser evidente en la
corteza cerebral, lo cual puede deberse a que el tratamiento neonatal con GMS
provoca una perdida de neuronas GABAérgicas mayor, o bien, a que los
mecanismos compensatorios tarden mas tiempo en establecerse en esta estructura
cerebral. En tanto que en el estriado y en el hipocampo el aumento en la actividad de
la GAD observado a los 60 dias de edad puede ser el reflejo de dicho mecanismo
compensatorio, el cual trata de mantener la neurotransmisién inhibidora GABAérgica.

Para comprobar si después del tratamiento neonatal con GMS se alteraba la
sobrevivencia de las neuronas GABAérgicas, se realizé la inmunocitoquimica anti-
GABA en las regiones de interés de ratas adultas. Asi, los patrones de la distribucion
de las células GABAérgicas que se observaron en la corteza cerebral (49,133), el
estriado (134) y el hipocampo (135) de animales intactos, corresponden con los
descritos anteriormente, por otros autores, a través de estudios inmunocitoquimicos
para el GABA y la GAD, asi como de hibridacién in sifu para los mensajeros de la
GAD. Por otro lado, los valores obtenidos para la densidad de las células
GABAérgicas en animales intactos son un poco diferentes a los reportados en la
literatura, sin embargo, existe una gran variabilidad entre cada corte, tal y como lo
han citado otros autores (135), por esa razén se utilizé un nimero grande de campos
de conteo, tratando asi, de acercarse lo mas posible a los valores reales.

El tratamiento neonatal con GMS modifico los patrones de distribucién para la
corteza cerebral y disminuyé la densidad de las células GABAérgicas en las tres
regiones estudiadas de ratas adultas. En este sentido, se conoce que desde el



69

nacimiento las células GABAérgicas poseen receptores para Glu (R-Glu) (146) y que
durante las dos primeras semanas de vida, la excitacidon sinaptica mediada por Giu
tiene mayor duracion (147), condiciones que favorecerian la susceptibilidad de las
ceélulas GABAérgicas al tratamiento neonatal con GMS. Ademas, la expresion de los
R-Glu se eleva durante los primeros dias de vida y alcanza su pico maximo entre los
14 y 28 dias posnatales (148), etapa en la que intervienen en los procesos de
diferenciacion, migracion y sobrevivencia neuronal del desarrollo posnatal del
cerebro de la rata (137,146). Por lo que, la sobreactivacion de los R-Glu, generada
por el tratamiento neonatal con GMS podria alterar la migracién de las céluias
GABAegrgicas corticales y promover su muerte en las tres regiones estudiadas. En
este sentido, se ha demostrado que el proceso de diferenciacion laminar de la
corteza cerebral, que se inicia durante la primera semana de vida, puede ser
modificado por agonistas y antagonistas glutamatérgicos (149,150). Ademas,
tambien se ha observado que durante el desarrollo normal de! cerebro el incremento
en la expresién de R-KA, que se inicia en la primera semana de vida, se asocia con
los procesos de regresidon axonal y muerte neuronal que suceden durante la
sinaptogénesis para el establecimiento de sinapsis definitivas (151). Por 1o que estos
procesos podrian iniciarse erroneamente debido al tratamiento neonatal con GMS.
Por otro lado, la muerte de neuronas GABAérgicas generada por el
tratamiento neonatal con GMS en las primeras etapas del desarrollo posnatal,
también alteraria el patrén de diferenciacion y migracidn celular de la corteza
cerebral, debido a que durante las etapas tempranas del desarrollo posnatal del
cerebro, el GABA tiene efectos tréficos e interviene en la modulacion de esos
procesos (137,146). Ademas, recientemente se ha demostrado que durante los
primeros cinco dias de edad posnhatal, la activacion de los R-GABAa eleva la
concentracion intracelular de Ca™ y favorece la activacién de los R-NMDA, al
eliminar el bloqueo sensible a voltaje que ejerce el Mg™ (152). Normalmente la
despolarizacién GABAérgica tiene un efecto tréfico (153), sin embargo, el sinergismo

de ambos receptores durante el tratamiento neonatal con GMS puede elevar
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excesivamente la concentracion intracelular de Ca™, alterar los patrones normales
de desarrollo y promover la muerte de otros tipos neuronales.

Asi, los resuitados obtenidos en el presente trabajo, muestran que el
tratamiento neonatal con GMS modifica los patrones de desarrollo del sistema de
neurotransmision GABAérgico en la corteza cerebral, el estriado y el hipocampo,
especificamente alterando fa actividad de la GAD, el patron de distribuciéon y la
densidad de células GABAérgicas. Ademas, en trabajos previos se observé que el
tratamiento neonatal con GMS eleva significativamente la liberacion de [3H]-GABA
estimulada por K en la corteza cerebral, en tanto que en el estriado y en el
hipocampo se reduce a los 60 dias posnatales, con respecto a 'ambos grupos testigo
(123). Debido a que la liberacion de [*H)-GABA depende de la eficiencia con que las
neuronas GABAérgicas recapturan al GABA, se sugiere que las neuronas corticales
GABAérgicas que sobreviven a los efectos toxicos del GMS, podrian expresar mas
transportadores neuronales para GABA y/o exhibir mayor afinidad en la recaptura del-
neurotransmisor (123,154), de esta forma capturarian mas [°H}-GABA y por lo tanto,
bajo el mismo estimulo despolarizante, lo liberarian en mayor cantidad. En tanto que
en el estriado y en hipocampo, es probable que la recaptura de GABA también se
eleve, sin embargo, pareciera que las neuronas GABAérgicas que sobreviven a los
efectos excitotéxicos del GMS, no responden eficientemente a la despolarizacion
(123).

Los resultados sugieren que el sistema GABAérgico es susceptible al
tratamiento neonatal con GMS, sin embargo, son necesarios otros estudios que
permitan esclarecer la existencia de los mecanismos de plasticidad que se proponen
en este trabajo. Por lo que, en este momento se realizan estudios para evaluar los
efectos del tratamiento neonatal con GMS sobre |a recaptura de [°H]-GABA y sobre
los patrones de expresion de la GADgs y la GADg7 en las mismas regiones.

l.as modificaciones observadas en la neurotransmision GABAérgica, indican
que los animales aduiltos tratados neonatalmente con GMS pueden ser mas
susceptibles a presentar crisis convulsivas o0 a desarrollar padecimientos
neurodegenerativos. En este sentido, se ha demostrado, que una disminucién en la
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neurotransmision GABAérgica, como la que se presenta en animales deficientes en
vitamina Bg, conduce a la apariciéon espontanea de crisis convulsivas (54). Ademas,
se ha propuesto que el GABA puede actuar como agente protector en los procesos
degenerativos generados por algunas excitotoxinas (13,55,566), y tambiéen, se ha
observado que la pérdida de neuronas GABAeérgicas estd asociada con algunas
enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la enfermedad de Huntington
(60,112).

Por otro lado, es posible que ofros tipos neuronales (dopaminérgicos,
glutamateérgicos, peptidérgicos, etc.) también degeneren después del tratamiento
neonatal con GMS, ya que diferentes evidencias experimentales, han demostrado
que las lesiones causadas por agonistas giutamatérgicos son muy extensas y que
pueden afectar a mas regiones cerebrales de las estudiadas (108,110,122). Ademas,
recientemente se ha confirmado la presencia de R-Glu en células de astroglia y
microglia (155). Por lo que, en este momento se realizan estudios para determinar
los efectos del tratamiento neonatal con GMS sobre la densidad, distribucion y
morfologia de las celulas gliales, asi como, en el establecimiento del sistema
dopaminergico.

Ademas, el tratamiento neonatal con GMS modifica los patrones de unidén de
[*H]-Glu (125) y [*H]-KA (126) en diferentes regiones cerebrales durante el desarrollo
posnatal y eleva la expresion las subunidades NR1 y GIuR2 4 de los R-NMDA y R-
AMPA, respectivamente (156,157). Estas modificaciones, podrian elevar la
susceptibilidad de las neuronas al efecto excitotdxico del GMS, pero también podrian
ejercer algun efecto neuroprotector, por 1o que son necesarios mas estudios para
caracterizar las consecuencias fisiolégicas de dichas modificaciones.

Finalmente, es importante mencionar que aunque el tratamiento neonatal con
NaCl no modificé la actividad de la GAD en ninguna de las edades ni las regiones
cerebrales estudiadas, si redujo la densidad de las células GABAérgicas en algunos
campos de la corteza cerebral, asi como en CA1 y giro dentado. Esto sugiere que
algunas células GABAérgicas pueden degenerar debido a tos procesos inflamatorios

iniciados por altas concentraciones del NaCl, los cuales producen necrosis tisular en
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diferentes tejidos (158). Ademas, se ha demostrado que el tratamiento neonatal con
NaCl reduce la liberacion de [*H]-GABA estimulada por K* a los 14 y 21 dias de edad
en las tres regiones estudiadas para después normalizarse hacia los 60 dias de edad
(123). Por lo que, es posible que los cambios en el volumen celular producidos por la
hiperosmolaridad del tratamiento neonatal con NaCl, alteren el contenido i6nico
celular y por lo tanto, la capacidad de responder a un estimulo despolarizante por K,
durante los primeros quince dias después del tratamiento.
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CONCLUSIONES

. El tratamiento neonatal con GMS reduce ia densidad de las células GABAérgicas
en la corteza cerebral, el estriado y el hipocampo de ratas adultas (60 dias
posnatales); lo que sugiere que dichas células son susceptibles a degenerar a

través de la excitotoxicidad generada por el Giu en etapas tempranas del
desarrollo.

. En la corteza cerebral, la disminucion de 1a densidad de las células GABAérgicas
inducida por el tratamiento neonatal con GMS, se asocia con una disminucion en
la actividad tota! de la GAD y en la afinidad de ia enzima por el sustrato, lo que

sugiere que las células GABAérgicas afectadas pueden ser neuronas.

. La pérdida de células GABAérgicas estriatales e hipocampales, inducida por el
tratamiento neonatal con GMS, se acompafia de un aumento en la actividad total
de la GAD y en la Vmax de la enzima, lo cual puede deberse a una mayor
expresion del mensajero de GADgr;, mecanismo compensatorio que ha sido

observado en otros cuadros neurodegenerativos.

. El tratamiento neonatal con NaCl no modifica la actividad de la GAD en ninguna
de las regiones ni edades estudiadas, sin embargo, reduce la densidad de células
GABAérgicas en los campos corticales 2, 4 y 6, asi como en el hipocampo (CA1y
giro dentado) lo que sugiere que algunas de estas células son susceptibies a

degenerar por los procesos inflamatorios inducidos por el NaCl en etapas
tempranas del desarrollo.
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