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RESUMEN

La compartimentalizacion metabdlica se refiere a la presencia en un
tejido de pozas quimica y funcionaimente diferentes de un sustralo dado
(Clarke, 1983). La principal indicacién de este evento es la presencia de una
radiactividad especifica mayor en un producto metabdlico que en su precursor
marcado radiactivamente administrado de forma exdgena {Tapia, 1980, Peng,
1993).

Se ha sugerido que existen al menos dos pozas de glutamato en el tejido
nervioso; una chica localizada en las células glales en donde el glutamato es
rapidamente metabolizado a glutamina antes de mezclarse con la poza total o
grande de glutamato localizada en las terminales sinapticas (Tapia, 1980). Ei
GABA se sintetiza en las terminales nerviosas las cuales contienen GAD, la
enzima que forma GABA a partir de glutamato, en forma abundante.

Se sabe que la enzima que forma glutamina a partir de glutamato la
glutamina sintetasa (GD), se localiza predominantemente en las células gliales,
mientras que la glutaminasa que convierte a la glutamina en glutamato, se
encuentra en grandes cantidades en las terminales neuronales. Esto sugiere
que existe un ciclo metabélico glutamato-glutamina mediante el cual se asegura
gue siempre exista el glutamato necesario para ser liberado ante un estimulo
(en la poza grande o transmisora), pero sin alcanzar concentraciones que
provoquen sobreexitabilidad neuronal, de manera que la poza chica o

metabdlica actua equilibrando la concentracion de glutamato al transformario en



glutamina que a su vez se encuentra disponible para formar nuevo glutamato en
cualquier momento.

El glutamato se forma también a partir de la glucosa por la accién de
transaminasas.

Este trabajo pretende aportar mas informacion sobre el papel del
glutamato, la glutamina y la glucosa en la funcién nerviosa, especificamente
relacionados con su papel como precursores metabdlicos de glutamato.

Se realizaron inyecciones agudas de cada precursor marcados
radiactivamente, en el ventriculo lateral cerebral de ratas Wistar macho aduitas.
Se empled la técnica de microdidlisis, el dialisado obtenido y homogenados de
hipocampo y cuerpo estriado fueron analizados por HPLC y se cuantificd la
radiactividad en los aminoacidos contenidos.

Los resultados muestran que la glucosa es el principal precursor del
GABA neuronal v no asi el glutamato y la glutamina cuando se administran
intracerebralmente. Sin embargo, cuando se administra glulamato, éste se
metaboliza a glutamina en preferencia a formar GABA. Estos hechos podrian
ser de gran importancia durante eventos patoldgicos como la isquemia en

donde la liberacion basal de GABA podria verse comprometida.
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"...d&udéxdcm(amc&;
ex of conagon o en la cabesa..."”

EL CEREBRO

Ei cerebro humano es ta estructura més compleja en el universo. Sus
extraordinarias propiedades han hecho posible que el Homo sapiens realice profundas
transformaciones en su entorno, domine la Tierra, altere el curso de fa evolucién con la
ingenieria genética, camine sobre la luna y sea capaz de crear y ejecutar artes como la
musica, |a pintura, la danza, la literatura, etc. y, como en palabras dei Dr. Tapia, "de
saber como el cerebro puede saber; de investigar como el hombre puede investigar; de
descubrir como la mente puede descubrir..." (Tapia, 1987), funciones que le han sido
vitales durante siglos.

Sin cerebro no tendriamos conciencia y, por lo tanto, no sabriamos nada de
nosotros mismos, ni tendriamos contacto con nuestro entorno. Es por esta razén que a
lo largo de la historia de la humanidad ha existido la necesidad de comprender el
funcionamiento del cerebro. Debido a la dedicacién de muchos cientificos, podemos
afortunadamente entender ahora parte de su realidad, aunque estamos adn muy lejos

de conocer los limites de la mente y lo que esta puede lograr.

En la busqueda del "albergue del alma”, en la Antigua Grecia, Aristételes
(Hicks, 1907) y Platén (Cornford, 1952) propusieron al corazon y a la cabeza como los

dos sitios principales de competencia, respectivamente; Aristoteles reconoce en su



tratado Las partes de Jos animales, que el hombre es el animal que posee el cerebro
de mayor tamafio en proporcion al cuerpo, y que su funcién es la preservacion del
cuerpo entero sin embargo, pensaba que esta importante funcién era Hevada a cabo
por el cerebro “sélo porque éste 6rgano es capaz de compensar un exceso de calor
del corazén, verdadero asiento del alma y de los sentidos”, de tal manera que el
cerebro funcionaria como contrapeso del corazén moderando su actividad. Platén, en
cambio, propuso un alma racional localizada en la cabeza como fuente de todas
nuestras funciones mentales.

Descartes por su parte, insistia en que las funciones del cerebro deben ser
consideradas “como en toda maguina, siguiendo la disposicidn de sus partes
individuales, como lo hacen ni mas ni menos, los movimientos de un reloj”. Segun
Descarles, las respuestas estereotipadas podian ser explicadas en terminos
mecénicos y recibieron el nombre de reflsjos por la descripcion que 81 hizo de la

reflexion de los espiritus {(Fearing, 1929).

Hipocrates, uno de los grandes hombres que contribuyé a escribir la historia de
la medicina, con su sabiduria llena de emocion, expresaba hace 24 siglos que es en el
cerebro “..donde se originan las alegrias, los placeres y las risas, asi como las
tristezas, las penas, el dolor y las lagrimas. Es con el cerebro que adquirimos sabiduria
y conocimiento, vemos y oimos, y sabemos qué es correcto o incorrecto, dulce ©
insipido... Y por ese mismo 6rgano podemos sufrir locura o delirio, y nos asaltan
miedos y terrores de dia y de noche..." {Tapia, 1987). Esto es cierto ya que el mundo
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del hombre es de dia y de noche, porque construimos lo clare y lo oscuro, creamos y
destruimos, amamos y odiamos, y todo esto al mismo tiempo.
Sélo a través del cerebro mantenemos contacto con nuestro entormno y con

nosotros mismos; es sin duda alguna, un érgano privilegiado de extraordinaria eficacia.

La funcién cerebrai es un factor determinante en la diferenciacion y evolucién de
la especie humana. Hoy en dia, sabemas que toda conducta es reflejo de la funcidn
cerebral. De acuerdo con lo anterior, la mente representa un numero ilimitado de
funciones flevadas a cabo por el cerebro. Entender las bases metabdlicas de la mente,
como percibimos, como actuamos, aprendemos, recordamos, amamas, decidimos, es

hoy por hoy motivo de ardua investigacién en el mundo entero.

Sabemos que las neuronas son células que juegan un papel primordial dentro de
la funcién cerebral y que se distinguen de otras células del cuerpo por ciertas
propiedades moleculares. Muchas de esas propiedades caracteristicas son
responsables de la actividad de sefializacion de las neuronas. Sabemos también que
el carebro humano esta formado por 10 trillones de neuronas ademas de las células
gliales. Existen por lo menos 10" sinapsis {punto de contacto entre dos neurcnas), y el
posible numero de combinaciones de conexiones sinapticas en un solo cerebro
humano es mas grande que el nimero totai de particulas atomicas que existen en el
universc conocido,

Pero, ;cuél es ta base bioquimica de la transmision sinaptica?, ;en qué grado
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puede explicarse la funcién neuronal en términos de molécutas especificas?, ¢cémo
combina el cerebro estas unidades para controlar ia conducta y como el
funcionamiento de las células constituyentes en el cerebro individual es influenciado

por fa conducta de otra persona, asi como por factores diversos?.

La funcién del cerebro incluye no sblo conductas relativamente simples como
caminar y sonreir, sino también como ya se ha mencionado, de elaborar funciones
complejas como sentir, pensar, aprender, escribir poemas o hacer guerras. Los
desordenes de emocién y pensamiento que caracterizan enfermedades neuroldgicas ¢

psicéticas deben, por tanto, ser resultado de disturbios del cerabro.

Fasta agui fue guiada la mente
pon culpa tuga. wi Lesdia.
y tants fpor su emples
de aniguild dla misma.
gue ya i colimante podria.
aungue te hictenas la dptima.
wi deaiatin de amar
aungue ls kicioras tods.



INTRODUCCION
1. Generalidades

Todas las células presentan dos propiedades que les son fundamentales para
llevar a cabo sus funciones de manera eficiente: la irritabilidad, que ies permite
reaccionar ante los cambios de los medios interno y externo, y la conductividad, que es
ia capacidad que tienen las células para transmitir esas sefiales en forma de mensajes
quimicos o eléctricos. Estas dos propiedades se encuentran especialmente
representadas en las células que constituyen el sistema nervioso ya que mediante sus
prolongaciones hacia todos los demas érganos, se comunica con eilos y regula su
actividad de manera directa. Asi mismo, recibe informacidn del medio externo
mediante el sistema nervioso somatico (nervios sensitivos, érganos de los sentidos,

musculos esqueléticos).

El tejido nervioso esld constituido por un conjunto de células de gran
heterogeneidad tantc morfolégica como funcional cuyo tipo celular principa! son las
neuronas, las cuales se encargan principaimente de la comunicacion, es decir, de
recibir, procesar y transmitir todo tipo de informacién generada por los estimulos tanto
internos como externos, de organizar y coordinar el funcionamiento de todo el
organismo; funciones motoras, viscerales, endGerinas y mentales. Estas células
poseen distintas porciones bien definidas, cada una de las cuales cumple funciones
especificas dentro de la funcidn neuronal global, y a diferencia de los demas tejidos,
no se encuentran adosadas unas con otras sino que forman una red mediante sus
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proyecciones en la cual mantienen intensa comunicacion intercelular.

Ademas de las neuronas, se encuentra presente en el sistema nervioso un
grupo importante de células de varios tipos, conocido de manera general como células
de la glia o neuroglia conformada por astrocitos, oligodendrocitos, microglia. Estas
llevan a cabo funciones de nutricién, metabolismo, sostén y defensa del tejido

nervioso.

Otros tipos celulares que forman parte del tejido nervioso son las células
ependimales que recubren las cavidades del sistema nervioso central {ventriculos
cerebrales y canal del epéndimo), forman los piexos coroides cuya funcién principal es
la formacién de liquido cefalorraquideo; las células de Schwann que forman la mielina
de los axones de las neuranas del sistema nervioso periférico; las células satélites o
anficitos que rodean a las neuronas pseudomonopolares de los ganglios espinales,
simpaticos y parasimpaticos formando una corona, y gue cumplen funciones troficas;
los nervios propiamente dichos del sistema nervioso periférico y los vasos sanguineos
cuyo endotetio pierde las fenestraciones tipicas ya que sus células estan
estrechamente unidas, ademas de encontrarse totalmente envueltos por las
expansiones de fas prolongaciones de los astrocitos formando el llamado pie
perivascular, lo que impide el contacto directo entre las neuronas y los capilares. Todo
esto dificulta el paso de ciertas sustancias de la sangre al tejido nervioso, debido a una
menor permeabilidad de los capilares. Esta estructura constituye parte fundamental de

\a barrera hematoencefalica.



2.8inapsis

Las neuronas estan constituidas por un cuerpo 0 soma celular que varia mucho
en forma y tamario y del cual se extienden dos tipos de prolongaciones que cumplen
distintas funciones: las dendritas que se ramifican formando el llamado &rbol
dendritico, reciben el impulso nervioso proveniente de otras neuronas, y el axén que
es una sola prolongacién y que tiene ramificaciones a distancia considerable de él
envia el impulso hacia otras neuronas o hacia un efector final. La pbrcién terminal del
axon es un ensanchamiento a manera de bolén que posee en su interior un gran
namero de vesiculas sindpticas, las cuales a su vez contienen neurctransmisores. La
membrana del boton sinaptico tiene un engrosamiento caracteristico en un sitio
especifico el cual, en proximidad con un sitio analogo de la membrana de una dendrita
o soma o axén de olra neurona, constituye la sinapsis. Este término fue introducido por
Charles Sherrington quien io definio como la unidad anatémico-fisiologica de la
comunicacion interneuronal. Este punto donde se transmite informacion de una
neurona a otra fue descrito por primera vez por Santiago Ramén y Cajal, quien sugirid
que en la transmision de los mensajes se deberia considerar un espacio interneuronal,
posteriormente llamado hendidura sindptica (Pasantes et al., 1991).

La primer evidencia solida de !a neurotransmisién quimica, es decir, por medio
de neurotransmisores, se obtuvo mediante los experimentos de Otlo Loewi en 1921
que permitieron establecer definitivamente la participacion de una sustancia quimica
especifica en el mecanismo de fa comunicacion nerviosa. Loewi demostrd que la
estimuiacién del nervio vago de un corazon de rana perfundido desencadenaba una
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respuesta igual en otro corazén, separado del primero pero inmerso en el mismo
liquido, lo cual sugeria que el nervic vago habia liberado una sustancia al perfusado.
Se determiné la naturaleza quimica de este compuesto liberado como consecuencia de
la estimulacién nerviosa y se identificd como acetilcolina (Nicholls et al., 1992).

Bajo las mismas bases, Loewi identificé a la adrenalina como el mediador
quimice en los nervios simpaticos, y Dale a la acetilcolina como el neurotransmisor de
la unidon neuromuscular (Dale, 1953).

Los trabajos de Katz, Kuffler y otros proporcionaron los fundamentos para el
conocimiento de los mecanismos basicos de la transmision sinaptica mediada por
compuestos quimicos (Pasantes et al., 1991).

La transmisién quimica se lleva a cabo a partir de un estimulo que provoca la
despolarizacién de la terminal presindptica, lo que determina la apertura de canales de
calcio sensibles a voltaje permitiendo la entrada de este ion a la terminal presinaptica,
aumentando asi su concentracion intracelular y desencadenando la salida del
neurotransmisor. Este dltimo difunde a través del espacio sindptico y alcanza un
receptor especifico en la célula postsinaptica. La interaccién transmisor-receptor
induce un cambio en la permeabilidad iénica, ya sea por efecto directo (en el caso de
receptores ionotropicos), ¢ por medio de una serie de reacciones metabdlicas (en el
caso de receptores metabotropicos). El cambio en la conductancia membranal genera
un potencial postsinaptico. Una vez llevada a cabo la transmision de la sefal, el
neurotransmisor es eliminado de la hendidura sinaptica mediante proteinas
acarreadoras o por destruccion enzimatica, y las concentraciones de calcio en la
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presinapsis son restituidas a sus niveles de reposo, mediante la accién de organelos y

moléculas secuestradoras (Pasantes et al., 1991).

Otro mecanismo de comunicacion interneuronal es la transmision eléctrica,
observada por primera vez en 1959 por Furshpan y Potter mediante el registro de
fibras nerviosas con microelectrodos intracelulares. La transmisién eléctrica no es un
proceso exclusivo de las células nerviosas sino que también se presenta en otras
células del cuerpo como las células del corazdn. Sin embargo, en el cerebro es menos
comun que la transmision quimica. La transmision de la sefial eléctrica se lleva a cabo
mediante un flujo de corrientes idnicas de una neurona a la olra.

La propieded funcional mas importante de estas sinapsis es que el impulso
nerviosao es transmitido a la neurona postsinaptica practicamente como st continuara e
potencial de accion. Esto implica que no hay relardo en este tipo de transmisién

sinaptica.

La transicion entre la transmision eléctrica y la transmisién quimica esta
probablemente ligada a los principios generales de desarrollo, diferenciacion y
especializacién del sistema nervioso.

En estudios comparativos se ha observado un decremento en la frecuencia de
las sinapsis eléctricas a medida que se avanza en la evolucidon. Asi mismo, en ios
vertebrados, el numero de sinapsis eléctricas disminuye a medida que avanza el

desarrollo embricnario.



Recientemente se ha propuestc un papel muy importante de las sinapsis
eléctricas en la actividad neuronal, debido a que las uniones gap, las cuales
constituyen el punto de comunicacién en este tipo se sinapsis, pueden contribuir
sustancialmente a la sincronizacion de descargas epileptiformes inducidas en medios
libres de calcio in vifro (Pérez-Veldzquez et al., 1994). Ademas se han realizado
estudios que demuestran que la actividad epileptiforme podria inducir la sintesis de
nuevas proteinas para la formacion de uniones gap en el CA1 del hipocampo (Jefferys
and Haas, 1982; Haas and Jefferys, 1984; Taylor and Dudek, 1982). Se ha observado
también que la conexina 43, la principal preteina de las uniones gap de astrocitos se

eleva en muestras de neocorteza en focos epilépticos (Naus et al., 1991).

La transmision quimica puede amplificar la sefal neuronal para aiterar el
potencial de la célula postsindptica, lo cual resulta de gran importancia en procesos
superiores del cerebro como la memoria {Pasantes et al., 1991).

La existencia de sinapsis quimicas representa muchas ventajas sobre las
sinapsis eléctricas en términos de funcionalidad, como es el hecho de que la terminal
presinéptica se encuentre claramente definida por la presencia de un neurotransmisor,
que debe ser liberado para ejercer un efecto sobre la neurona postsinaptica, lo cual
determina la unidireccionalidad de la transmisién sinaptica. Ademds, las sinapsis
quimicas pueden ser inhibidoras simplemente por el hecho de que el transmisor
produzca la apertura de canales apropiados (a aniones) al ser reconocido por su
receplor postsindptico. La posibilidad de modular la sintesis del transmisor, su
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liberacion, el numero de los receptores postsinapticos, o su afinidad por el transmisor,
constituye otra ventaja fundamental en la regulacion de fa transmisién quimica en

comparacion con la rigidez funcional de la transmision eléctrica (Pasantes et al., 1991).

3. Neurotransmisores

Un neurotransmisor puede definirse como una sustancia que es liberada en una
sinapsis por una neurona y que afecta otra célula de manera especifica, ademas de
reunir los siguientes criterios:
1. Que sea sintetizado en la neurona.
2. Que esté presente en la terminal presinaptica y sea liberado en cantidades
suficientes para ejercer su supuesta accidn en una neurona postsinaptica o en un
érgano efector.
3. Que cuando se aplique exdgenamente (como una droga), en concentraciones
razonables, mimetice exactamente ta accion del transmisor endégenamente liberado.
4. Que exista un mecanismo especifico para removerio de la hendidura sinaptica

(Kandel et al., 1991).

De acuerdo con su estructura quimica, los compuestos identificades hasta la
fecha con accién de neurotransmisores pueden considerarse dentro de tres grupos
principales: los aminoécidos, las aminas biogénicas y los péptidos, ademas de la
acetilcolina, el primero en ser identificado y el mejor conocido de todos los
neurotransmisores.
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Los aminoacidos neurcactivos, es decir, aquelios que modifican la actividad de
las neuronas, tienen dos tipos de acciones. excitadoras o inhibidoras. Los primeros
son por su estructura, aminoacidos acidos como el acido glutdmico, e! acido aspartico,
el &cido cisteico, el acido cisteinsulfinico; mientras que los segundos corresponden por
su estructura a aminocacidos neutros como la glicing, el acido y-aminobutirico (GABA) y
la taurina. De hecho, la descarboxilacién de los aminoacidos excitadores da origen a
los aminoacidos con actividad inhibidora; asi, la descarboxilacion del 4cido glutamico
origina el GABA mientras que la del acido aspartico origina la fi-alanina (Pasantes et

al. 1991).

El transporte de aminoacidos circulantes en el cerebro es de gran importancia
en la funcidon cerebral, ya que muchas vias metabdlicas de aminoacidos cerebrales

estan influenciadas por su disponibilidad de precursor {Shank y Aprison, 1977).

4. Biosintesis, degradacion y liberacion de glutamato y GABA en el SNC de mamiferos
a) Glutamato

El metabolismo del glutamato en el SNC ha sido motivo de ardua investigacion.
Muchos estudios se han centrado en el pape! del glutamato en el metabolismo del
nitrégeno, como los de van den Berg en 1970 y los de Weil-Malherbe en 1850; en el
metabolismo energético como los de Berl y Clarke en 1968; en su papel como
precursor de GABA y de otros intermediarios del ciclo de Krebs estudiada entre otros
por Baxter en 1970; y su compartimentalizacion metabdlica, estudiada también por Berl
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y Clarke en 1969 y Tapia en 1980. Ademds, el glutamato es incorporado a proteinas y
péptidos, contribuye al balance osmotico y es constituyente importante del glutatién y

del acido folico (McGeer ot al., 1979),

El glutamato se forma por transaminaciones del a-cetoglutarato, y también por
desamidacién a partir de la glutamina presente en la terminal presinaptica bajo la

accion de la glutaminasa (fig.1).

NH
% [ .
y C—CHg~— cnz—criz—(r‘oo
HoN H*
glutamina
H20
glutaminasa H,
NH 5"
- I -
COO — CH — CHp— C—C00
H+
glutamato

Figura 1. Conversién de glutamina a glutamato.

En las sinapsis glutamatérgicas, el glutamato se encuenira disponible para ser
liberado, mientras que en sinapsis GABAérgicas puede ser descarboxilado a GABA
que a su vez se encuentra disponible para ser liberado bajo un estimulo.

Una vez liberado al espacio sindptico, & neurotransmisor es reconocido por
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proteinas receptoras en la membrana postsindptica, ejerce su accion neurotransmisora
y el resto de glutamato es recapturado por la propia terminal sinaptica o por las células
gliales, donde es convertido a glutamina por medio de la enzima giutamina sintetasa

(fig.2), que cataliza la incorporacién del grupo amine al giutamato {Shank y Baxter,

1975).
?006 coo®
® @
I A |
?Hz 0 4 A CIHI
CH, InN CH
I Co— P=0—ADP ik
C
glutamato ATP glutamina

Figura 2. Conversion de glutamato a glutamina.

Esta glutamina se libera al espacio extraceluiar y es entonces tomada por las
terminales nerviosas en donde nuevamente &s convertida a glutamato mediante la
accién de 1a glutaminasa; existe evidencia de que pueden existir en las mitocondrias
dos tlipos de glutaminasa con diferentes propiedades reguladoras, una de ellas
localizada en la matriz interna generando el glutamato Util para la produccion de
energia, y un segundo tipo en la matriz mitocondrial externa que podria proporcionar el
glutamato que cumple funciones como neurotransmisor (Bradford, et al., 1983)
recuperando asi el glutamato de la poza transmisora. Este modelo sugiere que existe
un ciclo metabdlico entre las neuronas giutamatérgicas y las células gliales constituido
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por un flujo de glutamato de las neuronas a la glia, mismo que es compensado por un

flujo de glutamina en sentido opuesto (fig.3).

Glutermine Glutamina

Gilutamirntasa

e

Figura 3. Compartimentos metabdlicos del glutamato
en sinapsis y células gliales.

GRANTIM
sntshaa

Este mecanismo de sintesis y degradacion también sirve para asegurar que las
concentraciones de glutamato en el espacio extracelular se mantengan por debajo de
=3 puM {Yudkoff et al., 1993), es decir, que no alcancen niveles que provoquen la
sobreexcitacién neuronal, esto se logra mediante sistemas de recaptura de alta
afinidad dependientes de sodio en las terminales nerviosas y en la glia, lo cual
maximiza la sefal provocada por la liberacidn de glutamale sobre la concentracion
basal extracelular.

El acido glutamico se sintetiza también a partir de {a glucosa, con una velocidad

de recambic similar a2 la de los intermediarios del ciclo de Krebs, que son sus
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precursores directos. El grupo o-amino de muchos aminoacidos es transferido a a-
cetoglutarato para formar glutamato. Esta transferencia de grupos amino es catalizada
por enzimas que llevan el nombre de aminotransferasas o transaminasas. La
aspartatoaminotransferasa cataliza fa transferencia de un grupo amino de aspariato a
a-cetoglutarato:
aspartato + a~cetoglutarato & oxalacetato + glutamato

mientras que la alanina-aminotransferasa cataliza la transferencia del grupo amino de
alanina a a-cetoglutarato:

alanina + a-cetoglutarato & piruvato + glutamato

Se ha establecido experimentalmente que 1a glucosa es el principal sustrato del
metabolismo energético en el SNC y que gran parte del carbono de la glucosa pasa a
través del glutamato antes de ser oxidado a CO:. Ya que el metabolismo energético es
muy activo en el SNC, la sintesis de glutamato, a partir de precursores derivados de la
glucosa, es muy rapido. Existen al menos dos vias metabdlicas del glutamato que tiene
un papel importante en el metabolismo energético. Ambas vias involucran al ciclo del
4cido citrico. Segn estudios hechos por Brand y Chappel en 1974, una via involucra
la sintesis dei GABA y esta probablemente restringida a neuronas que utilizan al GABA
como neurolransmisor. La segunda via involucra al glutamato en la lanzadera malato-
aspartato (fig.4), (Shank y Aprison, 1979).

La tasa de sintesis del glutamato a partir de la glutamina es probablemente
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mucho menor que aquella a partir de la glucosa. Sin embargo, en términos de la
sintesis neta de glutamato necesaria para reponer las moléculas perdidas por la
liberacién del transmisor, la conversién de la glutamina al glutamato puede ser igual o

- mayor que a partir de la glucosa.

“0DC—CH,—L—C00™

Oasoxatatn
& \‘

Titratn

H,
'
*00C-CH,~CH,~CH-C00™y,

Glstamatn Cis-acomitate

Fusarats Tremamirety

NH
]
"00C-CH,-CH-COO™
Faporimo Wocitrato
Tweinats
TOOC-LH,-CH £+ 0007

a-ctagutxats

Figura 4. Metabolismo del glutamato.

Por estudios realizados por Nadler y colaboradores en 1977 y otros grupos de
investigacién, sabemos que la liberacién de glutamato despende, por lo menos
parcialmente, del Ca® extracelular. Sin embargo, el glutamato puede también ser
liberado en ausencia de Ca® en el medio, indicando que el Ca® liberado de sitios de
almacenamiento intracelulares, puede mediar la exocitosis 0 que el glutamato puede

ser liberado por un mecanismo de acarreo.
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Un incremento en las concentraciones de Ca*" intracelular provoca la liberacién
del neurotransmisor. Los iones Ca® también afectan la excitacion; la disminucion en
las concentraciones extracelulares de Ca® disminuyen et umbral para la iniciacién de
impulsos, mientras que el incremento en el Ca® extracelular eleva el umbral {Nicholls

etal., 1992).

b) GABA

La sintesis del acido y-aminobutirico (GABA), se lleva a cabo a lravés de la
descarboxilacion del acido glutdmico (fig.5). La enzima responsable de esta reaccion
es la glutamato descarboxilasa (GAD), la cual es casi exclusiva del sistema nervioso
central, aunque se sabe desde 1980 que el GABA y las enzimas de su metabolismo, la
GAD y la GABA-T se encuentran en grandes concentraciones en el pancreas,
especificamente en las células B de los islotes, lo cual sugiere que puede presentar un
papel imporiante en la funcion endécrina de éste érgano. También se han encontrado
grandes concentraciones de GABA en el timo y en la glandula adrenal, y en menor
concentracion en el pulmdn, corazén, testiculos, higado, bazo y estdmago en ratas
(Gerber and Hare, 1980).

La GAD en el cerebro uliliza como cofactor al fosfato de piridoxal y se localiza
principalmente en las terminales GABAérgicas presinapticas {(Wennstein et al., 1963;
Balazs et al., 1966; Fonnum, 1968), lo que sugiere que la sintesis del GABA ocurre
predominantemente en las terminales nerviosas {Baxter, 1978), por lo que la GAD

constituye un regulador del equilibrio cerebral de glutamato y GABA.
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La produccion de GABA requiere del ciclo de acidos tricarboxilicos y las
enzimas asociadas al metabolismo de GABA: la GABA-T ({4-aminobutirato-2-
oxoglutarato aminotransferasa) y la gad {L-glutamato descarboxilasa). El primer paso
en la formacién de GABA es la transaminacion de a-cetoglutarato por la GABA-T para
formar acido glutdmico. E! glutamato es entonces descarboxilado por la GAD para
formar GABA. Se requiere nuevamente de la GABA-T para transaminar el GABA y
formar semialdehido succinico, el cual es converlido a acido succinico por la
deshidrogenasa succinica (SSADH), permitiendo la entrada de metabolitos del GABA
al ciclo de Krebs (fig.5).

En las células que contienen GABA pero no contienen GAD (terminales
glutamatérgicas), e! grupo aming es removido del GABA para formar glutamato por la
GABA-T. Después de la conversion de glutamato a glutamina, la glutamina puede ser
liberada por la célula o reconvertida a glutamato por la glutaminasa. El glutamato
puede ser usado para formar GABA en las células donde estan presentes las enzimas
GAD y GABA-T o entrar directamente al ciclo de Krebs por la conversion de a-
cetoglutarato por reacciones de deaminacién oxidativa y transaminacién (Sorenson et

al,, 1991).
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Figura 5. Sintesis de GABA.

GAD y GABA-T

La GAD ha sido purificada de cerebro de rata, ratén y humano, requiere fosfato
de piridoxal como cofactor (Wu, 1976; Blindermann et al., 1978; Oertel et al., 1981},

Basados en estudios de diferencias de migracion electroforética (Chang and
Gottlieb, 1988), en su capacidad de unién al fosfato de piridoxal (Denner y Wu), en su
peso molecular y en su secuencia genética (Tobin et al., 1991), se ha confirmado que
existen dos tipos de GAD.

La GABA-T se ha purificade de muchas especies (Vasilev y Eremin, 1968, Saito
et al., 1974; Cash et al, 1974), tiene un pesc molecular de ~108 000, y esta
constituido por 2 subunidades, también es una enzima dependiente de fosfato de
piridoxal.

La evaluacidn cuantitativa de la participacion del GABA en el metabolismo
energético ha mostrado gque no contribuye sustancialmente a este, lo cual sugiere que

su funcién mas importante en et SNC es la neurotransmision.
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ANTECEDENTES
Compartimentalizacion del metabolismo de glutamato, glutamina y GABA

La compartimentalizacion metabdlica se refiere a la presencia en un tejido de
pozas quimica y funcionalmente diferentes de un sustrato dade (Berl y Clarke, 1983).
El término se aplica a compuestos que parecen ser metabolizados en un tejido a

diferentes ritmos simultaneamente,

Por definicidn, cada compartimento o poza de un compuesto, tiene su propio
ritmo metabdlico que lo distingue del mismo compuesto en otro compartimento, esto
es, los compartimentos no se encuentran en equilibrioc unos con otros; si asi fuera,

estos no podrian ser cinéticamente detectables (Berl y Clarke, 1982).

La principal indicacion de compartimentalizacion metabdlica (Tapia, 1980; Peng
et al., 1993) es la presencia de una radiactividad especifica mayor en un preducto
metabdlico en relacién a su precursor, es decir, después de la administracion de
precursores marcados radiactivamente, se encuentra una mayor radiactividad

especifica en los productos del metabolismo que en sus precursores,

En el casc de aminoacidos neurotransmisores se ha sugerido la exislencia de
compartimentos metabolicos definidos de capacidad variable y relacionados con
funciones especificas. En especial, se han realizado estudios con el glutamato que
muestran que la inyeccién de glutamato marcado radiactivamente en el cerebro
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incrementa muy rapidamente la marca radiactiva en ia glutamina, la cual aparece con
una radiactividad especifica mucho mayor que la del propioc glutamato, Estas
observaciones sugieren la existencia de un compartimento de poca capacidad que
alimenta la sintesis de glutamina en forma rapida esto es, la glutamina exégena no
tiene acceso a la poza celular total de glutamina y es restringida a un compartimento
que tiene mayor radiactividad especifica que la glutamina de la poza total y de la cual
se forma el glulamato (Peng et al., 1993).

Trabajos realizados por Waeisch y colaboradores en 1960 demostraron que
puede obtenerse el mismo resultado a partir de otros precursores como el bicarbonato,
butirato, citrato, y muchos aminoécidos pero no con glucosa, piruvato, lactato o©

glicerol.

Ya que solo se conoce una via de sintesis para la glutamina, la cual se lleva a
cabo a partir det glutamato (fig.2), se ha sugerido que existen al menos dos pozas de
glutamato en el tejido nervioso: una poza chica en donde el glutamata es rapidamente
convertido a glutamina antes de mezclarse con la poza total o grande de glutamato, los
precursores que tienen una relacion de actividad especifica glutamina/giutamato mayor
a 1.0 alimentan la poza chica (tabla 1) en contraste, la glucosa y otros precursores
parecen marcar ambos compartimentos, los cuerpos cetdnicos, lactato, glicerol y otros,
parecen marcar la poza grande, en este caso, la relacion de radiactividad especifica

glutamina/glutamato es menor que 1.0 (Tapia, 1980).
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COMPARTIMENTALIZACION DEL GLUTAMATOQ Y LA GLUTAMINA EN EL CEREBRO

COMPARTIMENTO PEQUENO DE GLUTAMATO COMPARTIMENTO GRANDE DE GLUTAMATC
{PRECURSORES CON UNA RELACION DE (PRECURSCORES CON UNA RELACION DE
ACTIVIDAD ESPECIFICA GInGlu > 1.0) ACTIVIDAD ESPECIFICA GIn/Glu < 1.0)
-Glutamato -Glucosa

-aspartato -g-hidroxibutirato

-GABA -acetoacetato

-leucina -piruvato

-serina -lactato

-prolina —glicerol

-acetato

-butirato

-bicarbonato

-citrato

Tabla |. Modificada de Tapia, 1980.

La compartimentalizacion metabdlica del glulamato y la glutamina, es
probablemente el reflejo de multiples funciones de estos aminoacidos en el

metabolismo cerebral.

La glutamina es entonces un importante precursor de las pozas de glutamato y
GABA especificamente relacicnados con su papel como neurotransmisores en el SNC
(Ber! et al., 1961) y no solo un mecanismo metabdlico para la eliminacion de nitrégeno
del tejido nervioso.

Como ya $e ha mencionado, estos dos compartimentos se localizan en distintos
elementos celulares. Se sabe que la glutamina sintetasa (GS), la enzima que forma a
la glutamina a partir del glutamato, se localiza predominantemente en las células

giiales {Pasantes et al., 1991), los astrocitos tienen una alta concentracion de GS
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activa in viva e in vifro, esto sugiere que al menos parte de la poza chica de glutamato
estd localizada en astrocitos. Se sabe ademds que fas neuronas no tienen gran
cantidad de GS pero si de glutaminasa especificamente en las terminales, por esta
razén, se asume que constituye el compartimento grande de glutamato (Lai et al,

1993).

Se ha observado también en autorradiografias del ganglio de la raiz dorsal, que
los precursores que alimentan fa poza chica marcan principalmente a las células
gliales, mientras que los que alimentan a la poza grande marcan predominantemente a
las neuronas (Minchin y Beart, 1975). Asimismo, se ha observado que Ia
despolarizacion de rebanadas de cersbro estimula notablemente la liberacidn de
glutamato y GABA marcados derivados de la glutamina marcada radiactivamente, en
forma dependiente de calcio (Tapia y Gonzalez, 1978). Estos datos apoyan la
hipotesis de que la glutamina es sintetizada principalmente en las células gliaies para
su posterior transporte a las terminales nerviosas en donde su funcion es servir como
precursor de las pozas de glutamato y de GABA cuyo papel principal es la
neurotransmisién (Tapia, 1980).

El aumento en la radiactividad de la glutamina ain por encima de la del
glutamato, después de la administracion de glutamato marcado radiactivamente, se ha
observado lanto in vitro como in vivo en el tejido nervioso perc no en otros tejidos

{Tapia, 1980).
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La importancia de esta compartimentalizacion metabélica en la transmision
sinaptica se hace evidente al examinar el comportamiento de los aminoacidos
neurotransmisores y su relacion con sus precursores metabdlicos. En experimentos in
vitro utilizando rebanadas de hipocampo se ha encontrado que el glutamato que se
libera en respuesta a estimulos despolarizantes, procede basicamente de la giutamina.
Asi mismo, al lesionar la via glutamatérgica de las células granulares del hipocampo,
se reduce considerablemente la liberacion de glutamato sintetizade a partir de la

glutamina (Pasantes et al., 1991).

La compartiimentalizaciéon metabdlica del glutamato es: 1) una propiedad
particular del sistema nervioso que no se observa en otros organos; 2) esta presente
en todas las regiones del cerebro; 3) estd presente en lodas las 'capas corticales
después de la aplicacion de precursores; 4) esta presente en muchas especies de
mamifercs y 5) es demostrable también in vitro (Tapia, 1980).

En otros estudios, s& ha observado que el glutamato derivado directamente de
la glutamina por accion de la giutaminasa, se libera por despolarizacién en preferencia
al glutamato generado a través; del ciclo de Krebs a partir del esqueleto de carbono de
la glucosa (Bradford et al., 1983).

La degradacion del glutamato durante la neurctransmisién, puede incrementar
la actividad de la glutaminasa (Nicktas, 1983), lo que indica que el glutamato liberado
para servir como neurotransmisor se deriva principaimente de la glutamina por la
accién de la glutaminasa (Bradford et al., 1983; Thanki et al., 1983). En estudios

25



realizados en sinaptosomas, se ha observade que la administracién de & mM de
glutamato provoca un 50% de inhibicién de la glutaminasa. Resultados similares se
han obtenido en homogenados de tejido nervioso, en donde la administracién de 2.5
mM de glutamato reduce en un 50% la actividad de ésta enzima (Bradford et ai., 1978).

El GABA se sintetiza en las terminales nerviosas, en donde se localiza la poza
grande de glutamato, las cuales contienen GAD. Cuando el GABA es liberado, difunde
a su sitio de accién y es entonces recapturado activamente en la poza chica En las
células gliales, el GABA es transaminado con el a-cetoglutarato por la accién de la
GABA-T a succinato y glutamato, el cual es convertido a glutamina que regresa
entonces a la poza grande, donde es reconvertida a glutamato. Ei glutamato es
entonces descarboxilado para formar un nuevo GABA. Es importante insistir en el
hecho de que tanto a glutamina como el GABA se sintetizan en sitios diferentes; la
glutamina se sintetiza en la poza chica localizada en las células gliales, es
transportada a la grande localizada en las neuronas y convertida en glutamato, el
GABA se sintetiza exclusivamente en la poza grande, es transportado a la poza chica y

transaminado por |a GABA-T (Baxter, 1576).

La evidencia de gue al menos ciertos tipos celulares convierten a la glutamina
en GABA se ha proporcionado con estudios en sinaptosomas que muestran que la "c-
glutamina puede ser rapidamente metabolizada a glutamato el cual es descarboxilado
a GABA. Se sabe que existe un flujo neto de glutamato y GABA de las neuronas hacia
las células gliales causada por la liberacion mediada por impulso, de estos
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aminoacidos en la terminal nerviosa.

La glutamina formada en las células gliales es recapturada por las neuronas
para recuperar las pozas transmisoras de glutamato y GABA. Algunos experimentos in
vitro han demostrado el papel de la glutamina en la recuperacion de las pozas de
glutamato y GABA, (Shank y Aprison 1977) mostrando un incremento en la caplura y
conversién de glutamina radiactiva a glutamato y GABA radiactivos, seguida de

despolarizacién inducida por altas concentraciones de potasio.

Estudios realizados ex vivo sugieren que la glutamina es el principal precursor
in vivo de glutamato y GABA en su papel como neurotransmisores (Ward et al., 1983).
La principal limitacién para comparar a {a glucosa y |a glutamina como sustratos in vivo
o en rebanadas de tejido es la formacién total de glutamina a partir de glucosa
marcada, ya que esta glutamina es entonces capaz de mezclarse con la glutamina que
se aplica directamente, enmascarando la contribucién de glutamina generada a partir
de glutamato. En este tipo de estudios (Bradford, et al., 1983) se ha observado que la
radiactividad especifica de la “C-glutamina marcada generada a partir de la glucosa
es de dos a tres veces mas alta que la de la 3H-glutr:nrnina. La conexion entre los dos
compartimentos de glutamato se da a partir de ia conversién de glutamato derivado de

la glucosa a glutamina:
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**‘C-glucosa — cicio de Krebs — “'‘Cgdlutamato

' C-gdlutamina

glutaminasa
‘Hflutamina poza transmisora de glutamato

Figura 6. Conexién entre las dos pozas de glutamato.

Se han realizado pocos estudios in vivo que relacionen la compartimentalizacién
con el funcionamiento sinaptico aunque existe mayor informacion en estudios
raalizados en rebanadas de tejido cerebral, en sinaptosomas y en cultivos. Asimismo,
no se cuenta con informacién suficiente sobre el papel de los aminoacidos en la
funcion nerviosa. Aunque la glutamina ha sido usada como precursor para estudiar la
liberacion de glutamato en el cerebro, se ha empleado también para estudiar la
liberacidn de GABA, lo que sugiere que la poza transmisora de GABA puede ser
radiactivamente marcada a partir de glutamina como precursor, sin embargo, se
desconoce la confribucidn real de la glutamina al mantenimiento de las pozas
transmisoras.

El glutamato ha sido relacionado en muchos estudios con el dafio neuronai,
seguido de la muerte celular, que se presenta en muchos modelos experimentales de
enfermedades neurodegenerativas asi como en pacientes que padecen algunas de
estas enfermedades.

El mayor conocimiento de las rutas metabdlicas de glutamato seria de gran

28




utitidad en la basqueda de procedimientos experimentales que permitan el blogqueo de
algun paso determinante, lo cual podria evitar la liberacion excesiva de glutamato en
condiciones patoldgicas y asi disminuir el dafio neuronal y la muerte celular ascciados.

Debido a lo anterior se proponen los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS:

1. Aportar mas informacion sobre el papel de los aminodcidos glutamato,
glutamina y GABA y de la glucosa en la funcion nerviosa, especificamente en su papel

como precursores metabodlicos de glutamato.

2. Estudiar la velocidad de sintesis de glutamato y GABA a partir de cada
precursor administrado, para aporiar informacion sobre la efectividad de estos
precursores y su posible participacién en la sintesis del glutamato que se libera en
condiciones normales y en condiciones experimentales de enfermedades

neurodegenerativas.

3. Estudiar la distribucién de los productos marcados a partir de un precursor
administrado  intracerebroventicularmente  en  diferentes  &reas cerebrales,
particularmente en el cuerpo estriado y el hipocampo, ya que en estas regiones se

localiza una gran cantidad de terminales glutamatérgicas.

30



MATERIAL Y METODOS
Animales;

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (200-250 g) bajo anestesia con
halotano 3-4% en una mezcla de 95% O; y 5% CO.. Se colocaron en un aparato
estereotaxico con la barra de nariz a -3.3 mm, se expuso el crdneo y se tomaron
coordenadas para el ventriculo cerebral izquierdo (AP -0.8 a partir de Bregma, L +1.7 a
partir de la linea media y V -3.9 a partir de la duramadre) y para el cuerpo estriado
jzquierdo (AP +0.7; L +2.8 y V -6.0) de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1982) y se perford el cranec en ambas zonas. Las ratas permanecieron bajo
anestesia durante todo el experimento a través de una tuberia conectada a una
mascara de hule colocada sobre su nariz, a flujc constante de halotano en una
concentracion de 0.8% a 1.5%. La temperatura corporal se mantuvo a 35°C mediante

cojines térmicos (Deltaphase isothermal PAD, USA).

Inyeccién aguda de precursores:

Las ratas fueron colocadas en un aparato estereotaxico y mantenidas bajo
anestesia como se describe anteriormente.

Tres grupos de 12 ratas fueron inyectados en el venticulo lateral izquierdo con:
20uCide L-(U'"—C)—glutamina {act. esp. 210 mCifmmol, NEN Products, USA), en 20 pl;
2.0 pCi de L-("**-C)-glutamato (act. esp. 262 mCifmmol, 2.0 mCi, ICN Radiochemicals,

USA), en 20 pul; y 10.0 pCi de D-(*"*-C)-glucosa (act esp. 313 mCi/mmal, ICN,
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Radicchemicals, USA), en 10 pl.

Todas las inyecciones se llevaron a cabo 5 minutos después de la penetracién
de la jeringa en el tejido cerebral como periodo de estabilizacion metabdlica debido al
daflo mecanico. Seis ratas de cada grupo fueron decapitadas a los 12.5 minutos
despuss de la inyeccidn y las seis restantes se decapitaron a los 37.5 minutos
después de |a inyeccion, Estos tiempos equivalen a la'primera y tercera fraccion de
perfusado en el caso de los experimentos con microdidlisis. Se extrajo inmediatamente
el cerebro y se disecod sobre hielo el cuerpo estriado y el hipocampo ipsilaterales a la

inyeccién, asi como los tejidos contralaterales como controles.

Microdidlisis con inyeccion aguda de ¥'‘C-giucosa:

Se empled una jeringa Hamilton de 20 ul, la cual se introdujo en el ventriculo
izquierdo previamente cargada con 2.0 uCi de D-{"'‘C]-glucosa (actesp. 313
mCi/mmol) en un volumen de 10 pl.

Simultaneamente, se coloct una cénula de microdidlisis de 2mm de longitud y
0.5 mm de didmetro (CMA12, Bioanalityca! Systems, USA). Antes de ser implantada,
cada canula fue perfundida con agua destilada durante 30 minutos a un fiujo de &
pl/minuto. Las ratas fueron implantadas unilateralmente en el cuerpo estriado izquierdo
para recuperar el fluido extracelular. Se perfundié continuamente con una solucion
Ringer-Krebs {118 mM NaCi, 4.5 mM MgS0,, 4.0 mM NaH,PQ,, 2.5 mM CaCl;, 25 mM

NaHCO; y 10 mM de glucosa, pH 7.4) a un flujo de 2 pl/minute usando una bomba de
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microinyeccién (Carnegie CMA/100) por 45 minutos como tiempo de estabilizacién de
la membrana. Después de este tiempo, se colectaron tres fracciones basales de
perfusado de 25 pl cada una (12.5 minutos). Durante la coleccion de la tercera
fraccion, se inyectaron 2.0 pCi de "™C-glucosa en el ventriculo cerebral izquierdo. Se
estimulé con una solucion Ringer-Krebs alta en potasio durante la coleccion de las tres
fracciones siguientes. Se reestablecio el flujo de medio Ringer-Krebs normal y se
colectaron dos fracciones basales mas. Se decapitd a los animales y se extrajo el
cerebro en hielo para la determinacion de aminoacidos en el cuerpo estriado mediante

un sistema de HPLC y cuantificacion de radiactividad.

Analisis de aminoacidos en el perfusado del cuerpo estriado:

Fracciones de dialisado {25 pl) cotectado en el cuerpo esiriado, se derivatizaron
con un volumen igual de una solucién de o-phtaldialdehido (5 mg de OPA, o-
phtaldialdehido, SIGMA, Chemical C.0., USA + 250 pl de etanol + 250 i de
mercaptoetancl + 4.5 ml de buffer de boratos 0.4 M, pH 10.4), y tres minutos después
se inyectaron 20 pl de esta mez;:la en un sistema de HPLC (High Performance Liquid

Chromatography, Beckman).

Se empled una columna ODS C18 de fase reversa {25 cm + 4 mm) en un
gradiente lineal metanol/buffer de acetato de potasio (0.1M, pH 5.5) y se realizé la

cromatografia a un flujo de 1.5 pl/min durante 15 minutos en un gradiente lineal de
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25% a 75% de metano!l. Los aminoacidos fueron detectados fluorométricamente y la
identificacion y cuantificacién de los picos se compararon con mezclas de aminoacidos
estandar en base a los tiempos de retencion de cada aminoacido (Salazar et al,

1994).

Andlisis de aminoacidos en el tejido:

Los tejidos se pesaron y homogenizaron en 200 | de agua desionizada y se
agregd a cada uno de ellos 20 pl de una solucién al 7% de &cido perclérico. Las
proteinas precipitadas fueron sedimentadas por centrifugacion (Beckman Microfuge
12, USA) a 6000 rpm durante tres minutos y el sobrenadante obtenido se neutralizd
con KOH. Se realizd una segunda centrifugacién para sedimentar el perclorato de
potasio precipitado y se analiz6 el dltimo sobrenadante en un sistema de HPLC como

se describi6é anteriormente.

Cuantificacién de radiactividad:
a) En el dialisado:

Cada muestra de dialisado analizada por HPLC, se recuperd en la salida del
cromatografo cada 40 segundos en muestras de 1.5 ml cada una, ya que a este tiempo
es posible colectar por separado los aminodcidos contenidos en cada una. A cada
fraccion se le agregd 5 mi de liquido de centelleo, tritosol (preparado con 3 g de 2,5-

difenil-oxazol (PPQ), 270 ml de tritén, 37 ml de etilenglicol, 106 ml de etanol y 600 m|
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de xilol por cada litro de solucion), para evaluar 1a radiactividad de cada muestra y
cuantificar asi la cantidad de aminoacidos marcados radiactivamente, producto del
metabolismo del precursor administrado intracerebralments, y se colocaron en un
contador de centelleo liquido (Beckman). La radiactividad encontrada en cada fraccion
se relaciond con la cantidad de cada aminoacido colectado, mediante el tiempo de

retencion de cada uno de ellos en hase a una mezcla estandar.

b} En los homogenados:

A partir del analisis de aminoécidos en el tejido se tomaron 25 ul del dltimo
sobrenadante, los aminoacidos contenidos en este se derivatizaron con 25 ul de o-
phtaldialdehido para su deteccidn fluorométrica mediante un sistema de HPLC como
se describe previamente. Las muestras de tejido fueron recuperadas a la salida del
cromatégrafo cada 40 segundos en 19 fracciones de 1.5 ml cada una. Se les agregé &
ml de tritosol para la cuantificacién de los aminoacidos radiactivos producto del
metabolismo del precursor administrado y se realizé la cuantificacidn de radiactividad
en un contador de centelleo liquido (Beckman, 6000 SC, USA), se calculd a eficiencia
con el método de estandar externo y los resultados se expresan en desintegraciones
por minuto (dpm).

Diez microlitros mas del Oltimo sobrenadante se diluyeron 10 veces y se
realizaron los mismos estudios descritos para el sobrenadante sin diluir, con la
finalidad de evaluar las concentraciones de aminodacidos en el cromatograma (estos

datos no se muestran).
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Por otro lado se tomaron duplicados de 20 p} del Gltimo sobrenadante a los
cuales se les agregd 5 ml de liquido de centelleo y se cuantifico la radiactividad de
cada muestra, sin pasar por el cromatdgrafo, con la finalidad de evaluar la
radiactividad total en esa fraccién y realizar el calculo para el tejido completo.

Se realizé el anélisis estadistico para evaluar la significancia de las diferencias,
se usd la prueba de ANOVA seguida por una prueba de comparaciéon multiple de

Fisher, todos los datos se expresan como el promedio + error estandar (p<0.05).
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RESULTADOS:
1. Recuperacién de radiactividad:

Si el total de radiactividad inyectada en el ventriculo cerebral para cada
precursor se considera como el 100%, la radiactividad total que se recupera en las
zonas estudiadas, tanto ipsilaterales como contralaterales y en ambos tiempos de
analisis, varia de precursor a precursor, sin embarge puede considerarse un rango de
0.1% a 1.5% (ver tabla Hl). Este bajo porcentaje se debe a la dilucién de la marca al
difundir por todo el SNC y otros tejidos. No se cuantificé la radiactividad en todo el
SNC, aunque por peso puede calcularse el valor aproximado de radiactividad
recuperada en el encéfalo, el cual es del 9-10%, pero debe considerarse que la tasa
metabdlica es diferente en las distintas zonas cerebrales. De cualquier manera, este
pequefio porcentaje no es en ningun caso despreciable en estos estudios. El
metabolismo de cada precursor marcado, se estudié cuantificando la radiactividad en
los amino4cidos sintetizados, a partir de su separacion en un sistema de HPLC (ver
material y métodos). La recuperacién de la marca a través del cromatdgrafo es del 80-
100% en todos los tejidos estudiados y en ambos tiempos de andlisis (12.5 y 37.5
minutos). Sin embargo, es importante mencionar que el 70% de la radiactividad total
recuperada con respecto a homogenados que no han pasado por el cromatégrafo, no
corresponde a ningun aminodcido en el cromatograma, ya que se observa a los 2
minutos de corrida la cromatografia, tiempo que no corresponde con el tiempo de
retencion de ningin aminodcido detectado fluorométricamente. El 30% restante de
radiactividad se reparte en los aminodcidos descritos.
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tejido total 12.5 minutos 37.5 minutos
A partir de la administracién de "*C-glutamina

estriado contralat.  0.04 £ 0.009 0.06 +0.01
estriado ipsilat. 0.56+0.09 0.05+0.04
hipoc. contralat. 00310005 0.06 + 0.01
hipoc. ipsifat, 09 £015 0.54+0.09

TOTAL 1.5 1.2

A partir de la administracién de *C-glutamato

esfriado contralat.  0.131 0.04 0.05+0.01
estriado ipsiat. 0.27+0.06 0.24+0.02
hipoc. contralat. 0.0810.04 0.03+£0.01
hipoc. ipsilat. 0.43+£0.06 0.45£0.06

TOTAL 0.91 0.77

A partir de la administracion de "*C-glucosa
estriado contralat.  0.007 £ 0.001 00110003
estriado ipsilal. 0.15+ 0.04 0.07 £ 0.01

hipoc. contralat. 0.009 + 0.0004 0.008 + 0.001
hipoc. ipsilat. 0.26+0.05 0.06+0.02
TOTAL 0.42 0.15
Tabla Il. % de recuperacion de radiactividad en los homogenados.

Porciento t error estandar.
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En virtud de este resultado, se realizaron una serie de pruebas para tratar de
encontrar el origen de ese 70%. Se inyectaron al cromatédgrafo los precursores
radiactivos en varias concentraciones (estos datos no se muestran), y se colecté cada
muestra en varias fracciones a la salida del cromatégrafo de la misma forma que se
realizé con homogenados de tejido, se procedid con el conteo de radiactividad por
fracciones y se encontrd que la mayor marca se encuentra en una fraccion que
corresponde en el cromatograma a un tiempo de aproximadamente 2 minutos. Parece
ser enlonces que este pico de radiactividad es un artefacto cuya naturaleza no fue
posible identificar ya que fue detectado con los estandares de los tres precursores
empleados marcados con “C y con *H, con o sin previa derivatizacién con OPA y que
ademas no coincide con ningun pico de fluoresencia. Debido a lo anterior, el valor de

esta radiactividad, no fue considerado en ninguna grafica.

l. Microdialisis:

Con el fin de aportar mas informacién scbre las vias metabdlicas que se
encuentran mas involucradas en la generacién de un aumento en la liberacidén de
amincacidos neurotransmisores en condiciones de sobreestimulacion celular, se
monitorearon los niveles de glutamato y GABA en el espacio extracelular en el cuerpo
estriado de la rata in vivo, mediante la técnica de microdidlisis. Se intradujo la canula

M. glucosa (ver material y métodos) en ei

en el estriado y se inyecté 2.0 uCi de '
ventriculo contralateral a la canula. El contec de radiactividad mostro valores
extremadamente bajos en las fracciones de dialisado, por lo que fue imposible realizar
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pruebas estadisticas en estos experimentos.

Se modificd la metodologia para tratar de seguir la marca radiactiva con mayor
definicion, para lo cual se colectd el medio extracelular en el cuerpo estriado ipsilateral
a la inyeccion, sin embargo, el conteo de radiactividad no fue distinto al antericr, por lo
que de nuevo, fue imposible realizar pruebas estadisticas en estos experimentos. En
otros experimentos se aumentd la cantidad del precursor marcado y se utilizd Hic.
glucosa en vez de "''C-glucosa, y tampoco en estas condiciones se observé un
aumento considerable en la radiactividad en los dialisados, Por ditimo, se perfundid
constantemente el precursor marcado (100 000 cpmiul} y se realizaron las mismas
pruebas de conteo de radiactividad en las fracciones de dialisado, los resultados
fueron semejantes. Por estas razones, no se realizaron experimentos con la
administracion de otros precursores y tampoco se muestran gréficas de ninguno de

estos resuitados.

IIl. Radiactividad en los productos formados en el tejido a partir de ia administracion de

UHeglutamina:

l1l.I. Radiactividad total:

La radiactividad total observada en el hipocampo ipsilateral a la inyeccién a los
12.5 minutos después de la administracion intracerebroventricular de UH¢glutamina
{fig.7), es mayor que &n el estriado ipsilateral (p < 0.05), mientras que los tejidos
contralaterales acumulan una minima cantidad de marca, la cual no tiene diferencias
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significativas entre ellos (p > 0.05).

35000 —
| wEstiado contralateral *
30000 — o Estriado ipsilateral -1
| 2 Hipocampo contralateral
. B Hipocampo ipsilateral
25000 —
n’_ 20000 —
a i |
15000 —
10000 —
5000 -
0

Figura 7: Radiactividad total en el homogenado, 12.5 minutos
después de la inyeccién de 2.0 pCi de “* C glutamina,
promedio + EE de 6 experimentos, % p < 0,05,

A los 37.5 minutos después de Ia inyeccion (fig.B), la marca en el hipocampo
ipsilateral disminuye considerablemente por lo que, a este tiempo, no existen
diferencias significativas entre el estriado y el hipocampo ipsilaterales a la inyeccidn (p
> 0.05), 1o que podria sugerir una tasa metabolica mayor en el hipocampo con respecto
a el cuerpo estriado, debido a esto es que a 37.5 minutos se observa una disminucion
en la marca radiactiva del hipocampo. Al igual que a tiempos cortos, también se

ohserva una minima cantidad de marca en los tejfidos contralaterales, la cual no tiene

diferencias significativas entre ellos (p > 0.05).
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A ambos tiempos es evidente que los productos del metabolismo de la “'*C-

glutamina y la propia glutamina se localizan casi en su totalidad en los tejidos
ipsilaterales a la zona de inyeccion del precursor, y solo una minima cantidad de

productos marcados se encuentran en los tejidos contralaterales (p < 0.05).

35000 —

= Estriado contralateral
30000 — Estriado ipsilatcral

2 Hipocampo contralatcral
a Hipacampo ipsilateral

25600 —

Figura 8: Radiactividad total en el homogenado, 37.5 minutos
después de la inyeccion de 2.0 pCi de Ue glutamina,
promedio + EE de 5 experimentos, % p < 0.05.

lIt.1. Radiactividad en los aminoacidos:
{ILILL Glutamina:
Cuando se separan los aminoacidos en el cromatdgrafo, se observa que a los

12.5 minutos después de fa inyeccidn de YYMCglutamina ({fig.9), se presenta mayor
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marca en la glutamina que en el giutamato tanto en et cuerpo estriado como en el
hipocampo ipsilaterales, sin embargo, hay mas glutamato marcado en el hipocampo
que-en el cuerpo estriado, mientras que esta relacién no se mantiene en el caso de la

glutamina y el GABA.

La marca en el glutamato marcado en ambos tejidos es mayor que la del GABA,
En el hipocampo del {ado inyectado se observa mayor cantidad de glutamato marcado
con respecto al estriado del mismo lado (p < 0.05). En cambio, no hay diferencias
significativas entre el GABA marcado encontrado en el hipocampo ipsilateral con
respecto al estriado ipsilateral a la inyeccion (p > 0.05), nien la glutamina marcada en

ambos tejidos (p > 0.05).

ILILN. Glutamato

El glutamato marcado encontradc en el hipocampo ipsilateral presenta
diferencias significativas con respecto al gque se encuentra en el hipocampo
contralateral (p < 0.05). Sin embargo, en el caso del cuerpo estriado, no existen
diferencias significativas en el glutamato marcado de ambos hemisferios cerebrales (p
> 0.05).

Tampoco existen diferencias significativas entre el glutamato marcado

encontrado en ios tejidos contralateraies (p > 0.05).
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La glutamina marcada radiactivamente en los hipocampos y estriados
ipsilaterales es significativamente mayor que la radiactividad en la glutamina presente

en los lejidos contralaterales (p < 0.05).

5000 ]
71 mGlu
4500 1 g Glin
. GABA *
£000 —
3500 —
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E ] *
oy 2b00—
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1000—
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0 —sw.contr. Estr.ipsil.

Figura 9: Radiactividad en los aminoéacidos, 12.5 minutos
después de la inyeccion de 2.0 uCi de “** C glutamina,
promedio + EE de 6 experimentos, * p < 0.05,
No se encontraron diferencias significativas entre la marca encontrada en la
glutamina en el estriado contralateral con respecto a la glutamina marcada en el
hipocampo contralateral (p > 0.05).

La radiactividad en el GABA encontrado en el hipocampo ipsilateral es

significativamente mayor de ia marca encontrada en el hipocampo contralateral {p <
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0.05). Sin embargo no ocurre [0 mismo en el caso del GABA encontrado en el cuerpo
estriado de ambos hemisferios (p > 0.05).

Los tejidos contralateraies no presentan diferencias significativas entre si{p>

0.05).

A los 37.5 minutos después de la inyeccion de ““C-glutamina (fig.10), se
observa en los tejidos ipsilaterales una mayor radiactividad en la glutamina que en el
glutamato y GABA marcados, ademds de que no parece haber diferencias
significativas entre el glutamato y el GABA marcadaos en ninguno de los tejidos. Sin
embargo, a los 37.5 minutos parece haber mayor radiactividad en el GABA sintetizado
a partir del precursor marcado que a los 12.5 minutos principalmente en el cuerpo
estriado ipsilateral, mientras que a los 37.5 minutos la cantidad de glutamato marcado
es menor en el hipocampo ipsilateral que a los 12.5 minutos, pero mucho mayor en el
cuerpo estriado del mismo lado con respecto al encontrado a los 12.5 minutos.

Mientras que no se observa un cambio significativo en fa glutamina marcada.

A los 37.5 minutos después de la inyeccidn, se observa una mayor marca en el
glutamato observado en el cuerpo estriado ipsilateral con respecto al glutamato
marcado encontrado en el cuerpo estriado contralateral a la inyeccién {(p < 0.05). Sin
embargo no ocurre lo mismo en el caso del glutamato marcado que se observa en el
hipocampo ipsilateral con respecto al encontrado en el hipocampo contralateral (p >

0.05).
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La radiactividad encontrada en el glutamato en los tejidos contralaterales no
presenta diferencias significativas entre si {p > 0.05). Tampoco se observan
diferencias significativas entre el glutamato de! cuerpo estriado ipsilateral con respecto
al glutamato marcado encontrado en el hipocampo ipsilateral {p > 0.05).
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Figura 10: Radiactividad en los ammoécldos 37.5 minutos
después de la inyeccién de 2.0 uCi de v C glutamina,
promedio + EE de 6 experimentos, ¥ p < 0.05.

La radiactividad en la glutamina es significativamente mayor en el hipocampo
ipsilateral que en el contralateral (p < 0.05). Sin embargo, no sucede lo mismo al
comparar la marca encontrada en la glutamina del cuerpo estriado en ambos
hemisferios (p > 0.05) lo cual es contrario a io encontrado en el caso del glutamato.

La glutamina marcada observada a 37.5 minutos en el cuerpo estriado
ipsilateral no presenta diferencias significativas con respecto al hipocampo ipsilateral a
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la inyeccion (p > 0.05). Lo mismo ocurre con la glutamina encontrada en los tejidos

contralaterales (p > 0.05).

LI, GABA:

La marca en el GABA encontrado en el cuerpo estriado ipsilateral a la inyeccién
es significativamente mayor que la gue se encuentra en el cuerpo estriado
contralateral {(p < 0.05), lo que no se observa en el caso del GABA marcado
encontradc en ambos hipocampos (p > 0.05).

La radiactividad en el GABA observado en el cuerpo estriado ipsilateral, no
presenta diferencias significativas con respecto al encontrado en el hipocampo del
mismo hemisferio (p > 0.05). Asimismo, no se observan diferencias significativas entre
ia cantidad de GABA marcado encontrado en el cuerpo estriadc y en el hipocampo

contralaterales (p > 0.05).

IV. Radiactividad en los productos formados en el tejido a partir de la administracién de
Y14Cglutamato:
IV.]. Radiactividad total:

La radiactividad total observada en las zonas cerebrales estudiadas a los 12.5
minutos a partir de la administracién de “'*C-glutamato, presenta basicamente el

mismo patrén que la marca encontrada el los tejidos a partir de la administracion de

c_glutamina aunque cabe mencionar que a partir de U14G_glutamato se obtiene mayor
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U-14

radiactividad en los tejidos que a partir de = "C-glutamina (fig.11). Sin embargo, llama

la atencion la gran marca que se presenta en los tejidos contralaterales principalmente

U-14

en el cuepo estriado, lo cual no se observa con la inyeccion de ™ "C-glutamina,

Al igual que en el caso de la glutamina no se observan diferencias significativas
en la radiactividad total encontrada en el cuerpoc estriado ipsilateral con respecto al
mismo tejido de! lado contrario (p > 0.05), pero la radiactividad encontrada en el
hipocampo ipsilateral es significativamente mayor que la que se acumula en el

hipocampo contralateral (p < 0.05).
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Figura 11: Radiactividad total en el homogenado, 12.5 minutos
después de la inyeccién de 2.0 uCi de U4 ¢ glutamato,
promedio + EE de 5 experimentos, % p < 0.05.
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En el estriado ipsilateral, la radiactividad total encontrada es significativamente
menor que la que se observa en el hipocampo ipsilateral (p < 0.05). En los tejidos
contralaterales no existen diferencias significativas en la cantidad total de radiactividad

acumulada a este tiempo (p > 0.05).

A los 37.5 minutos después de la administracion del precursor marcado (fig.12),
la marca encontrada en los tejidos ipsilalerales permanece practicamente sin cambio
con respecto a lo observado a los 12.5 minutos, la marca en el hipocampo ipsilateral
no disminuye a este tiempo a diferencia de lo observado con la inyeccion de “‘C-
glutamina en donde hay una disminucion en la marca a los 37.5 minutos después de la

inyeccion por lo cual, en este tiempo no se equilibra la marca en ambos tejidos. Se

observa una disminucion en la marca radiactiva presente en los tejidos contralaterales.

Tanto el cuerpo estriado como el hipocampo ipsilaterales presentan mayor
acumulacion de productos marcados que los tejidos contralaterales a la inyeccion (p <
0.05).

En cuanto a los tejidos ipsilaterales, se observa que la acumulacién de la marca
radiactiva en el hipocampo es significativamente mayor que la que se observa en el
cuerpo esltriado (p < 0.05). En los tejidos contralaterales la canlidad de radiactividad

total es minima y es similar en ambos tejidos (p > 0.05).
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Figura 12: Radiactividad total en el homogenado, 37.5 minut<;s
después de la inyeccién de 2.0 uCi de e glutamato,
promedio + EE de § experimentos, ¥ p < 0.05.
IV.N. Radiactividad en los aminodcidos:
IVILL Glutamina:

A los 12.5 minutos después de la inyeccién (fig.13) se observa en el hipocampo
ipsilateral, mayor cantidad de glutamina marcada que de glutamato y de GABA al igual
que a partir de la administracion de “'‘C-glutamina. Sin embargo en el cuerpo estriado
ipsitateral, la diferencia en la marca entre la glutamina y el glutamato no es significativa

(p > 0.05). El GABA marcado radiactivamente en ambos tejidos es significativamente

menor que los demas aminodcidos.
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Figura 13: Radiactividad en los aminoéacidos, 12.5 minutos
después de la inyeccién de 2.0 uCi de Yo glutamato,
promedio + EE de 5 experimentos, % p < 0.05.

La glutamina marcada presente en el hipocampo ipsilateral es mucho mayor que
la que se encuentra en el cuerpo estriado del mismo hemisferio (p < 0.05). En cambio,
no se observan diferencias significativas en el giutamato y en el GABA marcados que
se acumularon en los tejidos ipsilaterales (p > 0.05).

La glutamina marcada acumulada en el cuerpc estriado ipsilateral no presenta
diferencias significativas con respecto a la marca cbservada en la glutamina en el

cuerpo estriado contralateral (p > 0.05), lo cual es completamente diferente cuando el

precursor administrado es ¥'*C-glutamina.
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En el hipocampo ipsilateral la cantidad de glutamina marcada es mucho mayor a
la que se acumula en el hipocampo contralateral (p < 0.05).

En los tejidos contralaterates la canlidad de glutamina que se acumula, producto
del metabolismo del glutamato administrado, es minima y no presenta diferencias
significativas entre ellos (p > 0.05).

Al igual que con la administracién de “™

C-glutamina, la cantidad de glutamina
marcada en ambos tejidos a los 37.5 minutos después de la inyeccion (fig.14) es
mayor gue la del glutamato y del GABA.

Tanto en el cuerpc estriado ipsilateral como en el hipocampo del mismo
hemisferio se observa un aumenio significativo en la glutamina marcada con respecto
al glutamato y al GABA, lo cual no se observa a los 12.5 minutos donde no existe
diferencia entre el glutamato y la glulamina encontrados en el estriado ipsilateral. A
diferencia de 1o observado a 12.5 minutos, la marca radiactiva entre el glutamato y el
GABA tanto en el cuerpo estriado como en el hipocampo ipsilaterales no presenta
diferencias significativas entre si, esto es similar a lo observado a 37.5 minutos cuando
se administra *"*C-glutamina.

La cantidad de glutamina acumulada tanto en el cuerpo estriado como en el
hipocampo ipsilaterales es significativamente mayor que la que se observa en sus
respectivos tejidos contralaterales (p < 0.05), lo cual no es tan avidente en el caso de
la glutamina que se acumula en el cuerpo estriado a los 12.5 minutos, pero si 85

similar a lo observado a los 37.5 minutos después de la administracion de “*‘C-

glutamina.
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VLI Glutamato:

Al igual que cuando se administra U1c_glutamina, no existen diferencias
significativas en la radiactividad de glutamato observada en el cuerpo estriado
ipsilateral con respecto al glutamato marcado que se observa en el cuerpo estriado
contralateral (p > 0.05) sin embargo, en el hipocampo ipsilateral a la inyeccién la
cantidad de glutamato marcado es significativamerte mayor que la que se acumula en
el hipocampo contralateral (p < 0.05).

La cantidad de glutamato marcado que se encuentra en los lejidos
contralaterales es similar {p > 0.05).

No hay diferencias significativas en el glutamato marcadoe que se observa en el
cuerpo estriado ipsilateral con respecto al que se acumula en el hipocampo ipsilateral
(p > 0.05) sin embargg, la cantidad de glutamina marcada es mayor en el hipocampo
que en el cuerpo estriado ipsilaterales, todo lo contrario a lo observado cuando se
administra “**C-glutamina (p < 0.05).

La radiactividad en el glutamato que se acumula en el cuerpo estriado ipsilateral
es mayor del que se acumula en el estriado contralateral (p < 0.05). Sucede lo mismo
en el caso del hipocampo ipsilateral, en donde se observa una mayor acumulacion de

glutamato que el que se acumula en el hipocampo contralateral (p < 0.05).

A los 37.5 minutos se cbserva una disminucion significativa en el glutamato en
ios tejidos ipsilaterales con respecto a os 12.5 minutos sin embargo, no se aprecian

diferencias significativas entre la marca de la glutamina. El GABA marcado
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radiactivamente que se observa a tiempos largos en el hipocampo ipsilateral aumentd

considerablemente con respecto a la marca radiactiva encontrada a tiempos cortos.
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Figura 14: Radiactividad en los aminoacidos, 37.5 minutos-
después de la inyeccion de 2.0 uCi de “* C glutamato,
promedio * EE de 3 experimentos, % p < 0.05.
iV.ILIL GABA:
E!l GABA marcado radiactivamente {fig 13) que se encuentra tanto en los tejidos
ipsilaterales como contralaterales es similar (p > 0.05), lo cual no ocurre cuando el
precursor es 'H‘C-glutamina al menos en el caso del hipocampo en donde si se

observa un aumento significativo en el GABA marcado encontrado en el lado ipsilateral

a la inyeccién.
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La marca radiactiva en el GABA que se observa en el cuerpo estriado ipsiiateral
a los 37.5 minutos (fig. 14) no es diferente de la que se encuentra en el hipocampo del
mismo iado (p > 0.05), al igual que cuando se administra “'“C-glutamina, aunque si se
observa un aumento en e! GABA marcado del hipocampo ipsilateral a la inyeccion con

respecto al que se observa en el mismo tejido a los 12.5 minutos.

La cantidad de GABA marcado que se observa en todos los tejidos es minima y
no presenta diferencias significativas en ningdn caso (p > 0.05), aunque se aprecia un

ligero aumento en el GABA marcado a este tismpo.

V. Radiactividad en los productos formados en el tejido a partir de la administracion de
Hicglucosa:
V.. Radiactividad total:

Después de 12.5 minutos de la inyeccion de ™

C-glucosa (fig.15) la marca
radiactiva en los tejidos ipsilaterales es considerablemente mayor que la observada a
partir de la inyeccion de los ofros precursores empleados (3 veces mayofr} sin
embargo, debe considerarse que la cantidad de radiactividad inyectada en este caso

fue cinco veces mayor que en el caso de la inyeccién de glutamato y de glutamina

marcados.

A los 12.5 minutos la radiactividad total que se observa en el cuerpo estriado

ipsilateral es considerablemente mayor que la que se acumula en el cuerpo estriado
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contralateral (p < 0.05). De la misma manera se acumula mayor marca radiactiva en el
hipocampo ipsilateral que la que se observa en el hipocampo contralateral a este

tiempo {p < 0.05). Esto es similar a lo observado con la administracidn de los otros

precursores.
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Figura 15: Radiactividad total en el homogenado, 12.5 minutos
despues de la inyeccién de 10.0 puCi de *" C glucosa,
promedio t EE de 3 experimentos, % p < 0.05.

Al igual que con la administracidén de los otros precursores utilizados en este
trabajo, en los tejidos ipsilaterales se observa una mayor marca radiactiva total en el
hipocampo que en el cuerpo estriado (p < 0.05), mientras que en los tejidos
contrafaterales la marca observada es minima y no presenta diferencias significativas
entre elios (p > 0.05).
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A los 37.5 minutos después de la inyeccion de U'"C-glucosa (fig.16) se presenta
una gran disminucién en la marca acumulada en los tejidos ipsilaterales con respecto a
los 12.5 minutos principalmente en el hipocampo, lo cual no se observa cuando los
precursores administrados son glutamina ¢ glutamato marcados, per lo que se
equilibra la cantidad de marca entre los lejidos ipsilaterales (p > 0.05).

En los tejidos contralaterales la marca acumulada es minima y tampoco tiene

diferencias entre si {p > 0.05).
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Figura 16: Radiactividad total en el homogenado, 37.5 minutos
después de la inyeccion de 10.0 uCi de Ui glucosa,
promedio + EE de 4 experimentos, ¥ p < 0.05.
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V. 1l. Radiactividad en los aminodacidos:

V1.l glutamina

Y1 glucosa (fig.17) se observa que la

A los 12.5 minutos de ia inyeccién de
glutamina marcada es mucho menor que el glutamato e inclusc que el GABA
marcados, lo cual ccincide con la marca total encontrada en el tejido y difiere
completamente a lo observado con la inyeccion de los otros precursores. La marca

encontrada en el glutamato y el GABA es similar tanto en el cuerpo estriado como en

el hipocampo ipsilaterales, la marca entre estos aminoacidos también es similar.
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Figura 17: Radiactividad en los aminodacidos, 12.5 minutos
después de la inyeccion de 10.0 pCi de “* C glucosa,
promedio t EE de 3 experimentos, % p < 0.05.
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V.ILIE Glutamato

No se abservan diferencias en el giuiamato marcado en el cuerpo estriado
ipsitateral respecto al hipocampe dei mismo lado (p > 0.05). De igual manera, la
cantidad de glutamina y de GABA marcados es similar entre ambos tejidos ipsilaterales
(p > 0.05) lo cual difiere de lo observado con la administracion de glutamato o
glutamina marcados a los 12.5 minutos.

La marca radiactiva es mayor en todos los aminoacidos que se observan en los

tejidos ipsilaterales que en los contralaterales a la inyeccion (p < 0.05).

V.. GABA

El GABA marcado que se acumula a los 12.5 minutos tanto en el cuerpo
estriado como en el hipocampo ipsilaterales es significativamente mayor que el gque se
observa en sus respectivos tejidos contralaterales (p < 0.05). Llama la atencién el gran
aumento que se encuentra en el GABA marcado en los tejidos ipsilaterales a la
inyeccion, lo cual no se observa con la administracién de glutamato o glutamina
marcados, sobre todo si es considerado en relacidn a la marca en el glutamato y la

glutamina.

Se observa una ligera disminucién de a marca radiactiva del cuerpo estriado

ipsilateral en la formacién de aminoacidos a 37.5 minutos {fig.18), mientras que en el

hipocampo esta disminucion en la marca es mas evidente.
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A los 37.5 minutos después de la inyeccion de glucosa marcada (fig.18) las
cantidades de glutamato y glutamina marcados que se acumulan tanto en el cuerpo
estriado como en el hipocampo ipsilaterales son significativamente mayores que las

que se observan en sus respectivos tejidos contralaterales (p < 0.03).
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Figura 18: Radiactividad en los aminoéacidos, 37.5 minutos
después de la inyeccion de 10.0 pCi de ** C glucosa,
promedio t EE de 4 experimentos, ¥ p < 0.05.

El glutamato y la glutamina marcados que se observan en el hipocampo
ipsitateral no tienen diferencias significativas con las que se encuentran en el cuerpo
estriado ipsilateral (p > 0.05). Asimismo, no existen diferencias significativas entre |a

marca radiactiva de glutamato y glutamina acumulada en los tejidos contraiaterales a

la inyeccién (p > 0.05).
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DISCUSION:

Como parte de la actividad metabdlica normal en el tejido nervioso de
vertebrados hay una sintesis constante de glutamina, la cual refleja el papel de este
aminodcido come un producto final del metabolismo del nitrégeno (van den Berg, 1970,

van den Berg et al., 1976).

Se ha sugerido que la glutamina puede funcionar recuperando las pozas
neuratransmisoras de glutamato y de GABA ya que la glutamina es una fuente
potencial y altamente disponible de carbono y nitrégeno para la sintesis de glutamato y
de GABA; ademds, sus niveles intra y extracelulares son allos (van den Berg, 1970) y_
puede atravezar |a barrera hematoencefalica (Patel y Balazs, 1971; Oldendorf, 1971,

Quastel, 1974; Shank y Aprison, 1977).

La importancia de la glutamina como principal precursor del glutamato y de
GABA neurotransmisores se ha establecido en muchos modelos in vitro {Bradford et
al., 1978; Tapia y Gonzalez, 1978; Hamberger et al., 1979), sin embargo hacen falta
estudios sobre el metabolismo del glutamato y glutamina in vivo ya que se desconoce
la contribucion real de la glutamina al mantenimiento de las pozas neurgtransmisoras
de glutamato y GABA.

Los resultados de esta tesis contribuyen a aumentar la informacion en este

sentido.
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Destino de la *"*C-glutamina

A partir de la inyeccion intracerebroventricular de "‘C-glutamina se lleva a cabo
la sintesis de glutamato, [0 cual se comprueba por el aumento en el “‘C-glutamato en
los tejidos ipsilaterales a la inyeccion. El hecho de que a los 12.5 minutos después de
la inyeccion se acumule mayor radiactividad en el glutamato del hipocampo que en el
del cuerpo estriado (fig.9) sugiers que el recambio metabdlico glutamato-glutamina es
mayor en el hipocampo que en ofras zonas cerebrales, como por ejemplo el cuerpo
estriado. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que a los 37.5 minutos la mayor
radiactividad en el glutamato se encuentra en el cuerpo estriadc {fig.10), mientras que
en el hipocampo comienza a disminuir debido seguramente a que estd
metabolizandose en otros productos. Parece ser entonces que el hipocampo es capaz
de metabolizar a tiempos mas cortos, mayor cantidad de la glutamina administrada, lo
que indica que el recambio metabdlico en esta zona es mayocr que en el cuerpo
esiriado.

Es de considerar el hecho de que a los 12.5 minutos en el hipocampo se ha
sintetizado el dobie de “C-GABA que en el cuerpo estriado, lo cual apoya la idea de

que las pozas metabdlicas son mas activas en esta zona cerebral.

La radiactividad se distribuye entre el glutamato y la glutamina a lo largo del
tiempo y a los 37.5 minutos el glutamato marcado es el doble que a los 12.5 minutos
en el cuerpo estriado ipsilateral sin embargo, no hay cambio en la radiactividad total de

glutamina (fig. 10} lo que sugiere que al mismo tiempo que esta zona esta captando "'C
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glutamina, parte de esta se metaboliza répidamente a GABA, el cual aumenta
significativamente a los 37.5 minutos.

En el cuerpo estriado la marca radiactiva comienza a equilibrarse a tos 37.5
minutos entre el glutamato y la glutamina sin embargo, en el hipocampo la proporcién
de "C-aminoacidos permanece practicamente constante a lo largo del tiempo y por lo

tanto no existen evidencias de que las pozas comienzen a equilibrarse en esta zona.

Destino del “"*C-glutamato

Después de la inyeccion intracerebroventricular de “C-glutamato se acumula
una radiactividad significativamente alta en la **C-giutamina y en el “C-GABA, lo que
sugiere que el glutamato es un buen precursor de estos aminoacidos en el cerebro,
esta observacion apoya muliples estudios sobre el metabolismo de estos aminoacidos

{Berl et al., 1961; Cheng S.C., 1978).

A los 12.5 minutos después de la administracion de “C-glutamato, la glutamina
cerebral presenta una mayor radiactividad que su precursor, el glutamato, lo cual
confirma la presencia de compartimentos metabdlicos de estos aminoacidos en el
cerebro (Tapia, 1980).

Durante este periodo de tiempo la radiactividad es redistribuida entre el
glutamato y fa glutamina. El decremento en la radiactividad del glutamato es debida a
su conversion a glutamina durante los primeros minutos del experimento. Sin embargo,

en el caso del GABA en el estriado del lado inyectado, la diferencia encontrada en el
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GABA marcado radiactivamente con respecto al glutamato no es tan evidente como en
el caso del hipocampo ipsilateral, lo cual sugiere que en el hipocampo se lleva a cabo
la sintesis de glutamina a una mayor velocidad y por lo tanio las pozas se ven
alimentadas de forma mas eficiente en esta zona. A los 12.5 minutos la marca
radiactiva en el GABA es minima, lo cual sugiere que su sintesis se da a partir de la
glutamina recientemente sintetizada y no directamente del glutamato administrado, ya
que como se observa, |a radiactividad en el GABA aumenta a lo largo del tiempo (37.5
minutos}, principalmente en el hipocampo del lado inyectado (fig.14), ademas de que
la radiactividad disminuye tanto en la glutamina como en el glutamato, lo cual confirma
que este aminoacido esta funcionando como precurscr del GABA.

Llama ta atencion la elevada radiactividad acumulada en la glutamina del lado
contralateral a la inyeccion, principalmente en el cuerpo estriado 1o cual sugiere que
existe un mecanismo de transporte de glutamato hacia todo el cerebro sin embargo,
este evento no se observa a tiempos largos seguramente porque este aminodacido ya
se ha metabolizado a otros productos.

A los 37.5 minutos después de la inyeccién no se observa una disminucion en la
cantidad de *C-glutamina con respecto a los 12.5 minutos pero si en el glutamato, lo

que indica su rapida conversion a |"C-glulamina.

La mayor cantidad de "C-GABA en el hipocampo ipsilaterat a los 37.5 minutos
con respecto al GABA marcado que se observa a los 12.5 minutos sugiere que a esie

tiempo se ha sintetizado ya mayor cantidad de "C glutamina la cual es capaz de
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funcionar como precursor de GABA y por lo tanto los niveles de GABA tienden a
aumentar en el tiempo, si esto es cierto se esperaria que a tiampos mas largos se
acumulara mayor cantidad de “C-GABA, lo que apoya estudios previos como el de

Ottersen y colaboradores en 1992,

El hecho de que a partir de precursores como el giutamato y la glutamina se
sintetice mayor cantidad de glutamina que de glutamato sugiere que estos precursores
alimentan principalmente a la poza chica de glutamato (Tapia, 1980) en la cual se
requiere gran cantidad de glutamina para funcionar especificamente como precursor

del glutamato neurotransmisor.

Destino de fa “"*C-glucosa

A partir de la inyeccion intrecerebroventricular de “C-gtucosa se sintetiza mayor
cantidad de glutamato que de glutamina, lo cual sugiere que la glucosa alimenta
principaimente la poza grande de glutamato (Tapia, 1980) y que gran parte del
giutamato se metaboliza rapidamente a GABA, lo cual es posible ya que a los 12.5
minutos se acumula mayor cantidad de "C-GABA que de 1‘C-glutamina, casi el doble
que empleando otros precursores. Esto sugiere que la giucosa as mejor precursor de
GABA que de glutamina (fig.17). Paulsen y colaboradores afirmaron en 1988, en base
a estudios sobre la participacion de ias células gliales para proporcionar precursores
para la sintesis de GABA in vivo, que la glutamina no puede ser el Gnico precursor de

GABA.
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El hecho de que no se observen diferencias en la radiactividad de los
amino4cidos entre e! cuerpo estriado y el hipocampo sugiere que el hipocampo es mas
eficiente para captar glutamato y glutamina que glucosa.

A los 37.5 minutos disminuye la radiactividad principalmente en et hipocampo
{fig.18), lo que apoya |a idea de que el metabolismo de la glucosa es mayor y por lo
tanto estos “C-amino4cidos ya se han metabolizado a otros productos y debido a esto
disminuye la radiactividad en esta zona.

Después de 37.5 minutos de la administracién de '‘C-glucosa ya no existe
diferencia entre “C-glutamato, **C-glutamina y *C GABA tanto en el hipocampo como
en el cuerpo estriado, lo que sugiere que las pozas metabdlicas comienzan a
equilibrarse a este tiempo.

La posibilidad de pozas separadas de giutamina y glutamato se ha propuesto
desde 1956 por Cowie y Walton y constituye una via importante para el mantenimiento

del glutamato neurotransmisor.

La presencia de pozas metabolicas de glutamato y sus derivados tiene
consecuencias considerables para la estimacién de la velocidad de recambio de estos
metabolitos y sobre todo, de su funcién neurotransmisora. La estimacion clasica de ia
relacion precursor-producto empleada para 1a estimacién de la velocidad de recambio
es vélida solo a tiempos cortos, pues se presenta un equilibrio en la marca en las
pozas debido a que el precursor marcado puede penetrar en todas las pozas a tiempos

mas largos, lo que impide la demostracién de la existencia de pozas metabdlicas.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados, puede concluirse o siguiente!

1. El hipocampo presenta una mayor tasa metabdlica con respecto a el cuerpo
estriado ya que a pesar de la cercania de este ultimo con el ventriculo lateral (sitio de
inyeccién de los precursores marcados radiactivamente), la mayor radiactividad se

presenta en el hipocampo.

2. El glutamato y glutamina alimentan principalmente a la poza chica de
glutamato, ya que a partir de la administracion de estos precursores marcados
radiactivamente se metaboliza mayor cantidad de glutamina que de glutamato
marcados, mientras que a partir de la administracion de glucosa como precursor la
mayor radiactividad se observa en el glutamato, lo cual sugiere que ia glucosa

alimenta principalmente la poza grande de glutamato.

3. El estudio de las pozas metabdlicas de glutamato debe realizarse a tiempos

cortos ya que a tiempas largos ia radiactividad se equilibra.

4. La glucosa es el principal precursor precursor det GABA neuronal y no asi el
glutamato o la glutamina cuando se administran intracerebralmente. Ya que la mayor
radiactividad encontrada en el GABA se presenta a partir de la administracidén de

giucosa marcada. Este hecho pudiera tener importancia durante eventos patoldgicos
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como la isquemia en donde la liberacidén tonica o basal de GABA estaria muy

comprometida.

5. La glutamina es mejor precursor de GABA que el glutamato cuando se
administra glutamato marcado radiactivamente, ya que la mayor marca radiactiva en el
GABA se observa a tiempos largos, cuando en glutamatc administrado ya se ha

metabolizado a glutamina.

6.- La glucosa se metaboliza mas rapidamente gue el glutamato o la glutamina
marcados radiactivamente cuando se administran en el cerebro de la rata y debido a
que forma gran cantidad de CO; e! cual no puede ser detectado por los métodos
empleados, la marca radiactiva en los aminoacidos cuantificados es mucho menor
cuando el precursor administrado es glucosa, a pesar de que la radiactividad
administrada en la glucosa fue mucho mayor gque cuando se administraron
aminoacidos marcados ya que éstos al formar parte de proteinas permiten detectar ia

marca radiactiva en los homogenados.

7.- En el dializado obtenido por microdidlisis es imposible detectar radiactividad

cuando se administra glucosa ya que ésta se metaboliza rapidamente y a tiempos mas

cortos no se obtendria suficiente volumen de dializado para su cuantificacion.
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