/2 €3em

Universidad Nacional Auténoma de México

Iinstituto de Investigaciones Biomédicas

Facultad de Medicina

EFECTOS DEL DEFICIT ENERGETICO SOBRE LA

VULNERABILIDAD NEURONAL AL GLUTAMATO Y AL PEPTIDO

B-AMILOIDE. IMPLICACIONES EN LA ISQUEMIA CEREBRAL Y
EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tesis que para obtener el titulo de:
Licenciada en Investigacion Biomédica Basica presenta:

Maria de la Natividad Goémez Roman

Directoras de tesis: Dra. Lourdes Massieu Trigo
y Dra. Clorinda Arias Alvarez

México, D. F. 1999
2731790

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



[INDICE
LISTA DE ABREVIATURAS.........ooossimvsnerssssssenensessssneseessssi enen 538 1 ¢
RESUMEN. ......cumeivetiiestetseeessesssesetsnesessessnesessesesesseesasasasasssssessessesenens T I
LINTRODUCCION.........ceitiiiiieie e cieieee e cte e e e seseensnt e s e e e ses e veneesenmsnetmeeeas 1
I.L1.METABOLISMO ENERGETICO......ccieieiieireeci i cemres e eeeane s 3
R I I ] T T« ] =] I R 5
1.1.2.Ciclo del acido tricarboxilico (TCA).....cccovvierivucrnracennans 7
[.2.1ISQUEMIA CEREBRAL............ce et rcee e s a e e 9
1.2.1.Modelos animales de isquemia cerebral...................... 10
1.2.2.Dano _isquémico cerebral.........c..coccieiiiiiviiiiiinieeciane, 11
1.2.3.Receptores a AAE.............ciiviiviir e e e ane 13
A .Receptores AMPA/KGINALO.....c.ccovuvivennmvirnicrsennniensrisananinn, 13
B.Receptores NMDA..........cco i e, 14
1.2.4. Transportadores de AAE..........ccoo it 15
1.2.5.Excitotoxicidad.........ccoeiiiiiiiii e 18
l.2.6.Isquemia cerebral in vivo y excitotoxicidad................. 20
1.2.7.1squemia cerebral in vitro y excitotoxicidad................. 20
IL3.ENFERMEDAD DE ALZHEIMER................citiiiiciiiicriccnnaees 23
1.3.1.Toxicidad del péptido B-amiloide.......cc.cccocrrieriiennnanee. 24
1.3.2.Inhibicién del metabolismo energético en la EA........... 27
1.3.3.Inhibicién de la succinato deshidrogenasa como
modelo de muerte neuronal..........cocoeviviiiiriniriccnncaes. 29
ILHIPOTESIS. ... ceeiieeieeeeeeeeeeeeeete e e saesn e e snsaen s e e e s nas 31
HLOBUETIVO.. .. crcertirr et e resas s reensntarmsessanssennseranensnrasanas 31
IV.MATERIALES Y METODOS.......ccocitiiiiiieiinecseiirnes e sescsanranasssssesenaseses 33
IV 1. MATERIALES. .. ..o ce st rn s ra s e s e e as 33
IV.2.CIRUGHA. ... .ccon i iree ittt e rene e e ae e s mnaseem s reans sema e eaas e eeansees 33
AR 1L 0T W e T c] 7. VORI 34



IV.4.PROTOCOLOS EXPERIMENTALES......iiiiieeceieeeereieeeesenneeecns 35
INHIBICION DE LA GLUCOLISIS CON IODQACETATO

1V.4.1. Tratamiento agudo..........ocoiiiiiiiiiii e 35
A)CUISO tEMPOTAL ....ceeeereereieereiiiieeesrinrcenrnrsrerarnam e eanenenns 35
B)Proteccion con MK-801 6 vitamina E.......c.cccoveivncinainncnnnnns 35

IV.4. 2 MIcrodialisis....c.covireemiii e e 35

1IV.4.3.Tratamiento Cronico......c..ccciviriiiiniininimeriininisessnsrenses 36
A )Proteccion con MK-801.......coiiiiiiiieiiicicnrssacena e 37
B)Proteccién con piruvato intraperitoneal...........cc.cvieeerennenns 37
C )Proteccion con piruvato intravenoso........cueceeeeeenreecennnenss 37

IV.4.4.lodoacetato crénico mas B-amiloide

intrahipocampal.......c.cooormimi e 38

INHIBICION DEL CICLO DE KREBS Y DE LA FOSFORILACION
OXIDATIVA CON 3-NITROPROPIONICO
1V.4.5 3-Nitropropiénico i.p. mas B-amiloide

intrahipocampal.......corcveiiirirciiiirieene s 38
VL RESULT AD O S it it ettt e e et r e e e e ket nanmnanaes 40
V.1.INHIBICION DE LA GLUCOLISIS, MODELO DE

ISQUEMIA CEREBRAL.........ccoii s e e e e 40

V.1.1. Administracién_aguda.............ccocimiiiiii e 40

A)Curso temporal de 18 18SI0N ......eeeeerrvereiiiiiciirrree v enees 40

B)Efecto protector de la vitamina E 0 el MK-801.......cccvvvueaeae. 42

V.1.2. MicrodialiSiS...cccccorrirnimiiniciciciiirniicnisenininircncesensncensnranss 44

V.1.3.Administracién crénica de lA..........ccceirveimivciiiccinvennes 47
V.1.4. Administraciéon_aguda de PDC en ratas tratadas

crénicamente con IA...........ciiiiiii e 47

V.1.5. Proteccion con MK-BOT........cooiiiiiiiiiicrrerrcr e e 49

V.1.6.Proteccién con piruvato i.p.....ccccooeiieiiiii e 51

V.1.7.Proteccién con piruvato i.v......c.coooiiiiiiciiiiniceeea 53

V.2.INHIBICION DEL METABOLISMO ENERGETICO Y TOXICIDAD
DEL PEPTIDO B-AMILOIDE, MODELO DE EA..........cccccceenneee 56



V.2.1.Administracién aguda del péptido B-amiloide

25-35 en ratas tratadas crénicamente con lA.............. 56
V.2.2 . Administracién_aquda del péptido B-amiloide
25-35 en_ratas tratadas con 3-NP........cooeeeiiiiniiiiannens 56
VEDISCUSION. .. .cctiieeietuirrniiessirtaserrssernaessseranssnesennesnsnsanserannsasasennarenanas 61
VL1.INHIBICION DE LA GLUCOLISIS......cceverieirierrccrernrnreeeeeeeen e 62
A)TOXICIDAD DEL GLUTAMATO
V9L 1.1.Tratamiento agudo.........c.coieiicimiiiiiini s 62
VI.1. 2. Microdialisis.....cccoiciiminiceicnrcr v e e e 63
VI.1.3.Tratamiento CroniCoO......ccciciriniiiinrenierniniciisenin e 70
VI.1.4 NeuroprotecCion..........ccocenim it e 72
B)TOXICIDAD DEL PEPTIDO B-AMILOIDE 25-35
VI.1.5.Tratamiento CroniCo.......c.cccoveernimimeiciiiiiiiiiescrrcerneas 74
VL.2.INHIBICION DEL CICLO DE KREBS........coocciirireierierenrerrrereerens 75
VILCONCLUSIONES. ...ttt ren st st s e sa s s anas 78

VIILBIBLIOGRAFIA ...t eese s e err e e s eesere s s 79



LISTA DE ABREVIATURAS

3-NP
Af3
AAE
AAET
AC
AMC
AP5
AP7

AMPA
APP
CNQX
CPP
DAG
DNQX
EA

EH

EP

KA
MK-801

NaCN
NBQX
NMDA
PCP
PDC

PLC
SNC
B325-35
TCA
TTX
[X]

Acido 3-nitropropiénico

Péptido B-amiloide

Aminoacidos excitadores

Transportador de aminoacidos excitadores

Adenilil ciclasas

Arteria media cerebral
2-amino-5-fosfonobutanoato/2-amino-4-fosfonobutirato
2-amino-7-fosfonoheptanocato

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico
Proteina precursora de amiloide
B-ciano-7-nitro-quinoxalin-2,3-diona

Acido 3-(2-carboxipiperazin-4-yl)-propil-1-fosfénico
Diacilglicerol

6,7-dinitroquinoxalin-2,3-diona

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Huntington

Enfermedad de Parkinson

Acido kainico

Dizocilpina-5-metil-10, 1 1-dihidroxil-5H-dibenzo(a,d)
cicloheptano-5,10-imina

Cianuro de sodio
2,3-dihidroxi-6-nitro-7-suifamoil-benzo(F) quinoxalina
N-metil-D-aspartato
Fenciclidinafenil-ciclohexil-piperidina
L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilico

Fasforo inorganico

Fosfolipasa C

Sistema nervioso central

Péptido B3-amiloide 25-35

Ciclo del &cido citrico

Tetrodotoxina

Concentracién de la sustancia X

i



RESUMEN

El cerebro depende de! suministro de la glucosa y el oxigeno para su funcionamiento.
Al darse cambios agudos en la disponibilidad de la glucosa y del oxigeno, se
desarrolla un compromiso metabdlico que puede aumentar la susceptibilidad
neuronal a la muerte.

En el caso de la isquemia cerebral, al disminuir el flujo sanguinec a una zona del
cerebro, se produce un déficit en el metabolismo energético de la misma, ademas de
observarse un incremento considerable en la concentracién extracelular de
glutamato. Esto da lugar a la muerte neuronal que se desarrolla de 24 a 72 horas
después del periodo isquémico. El dafio celular isquémico se puede proteger
administrando antagonistas de los receptores a giutamato como el MK-801.

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se ha observado una variedad de
anormalidades en e! metabolismo energético, 1o que hace suponer que las neuronas
se encuentran en un estrés energetico. Ademas, en esta enfermedad se ha
observado la acumulacién en el espacio extracelular del péptido B-amiloide. En vista
de lo anterior, puede ser posible que las neuronas cuyo metabolismo energético esté
disminuido, se encuentren mas susceptibles, y su exposicion a este péptido produzca
muerte neuronal.

En el presente trabajo, se estudid la participaciéon de la glucélisis en la muerte
neuronal producida per la inhibicién de la recaptura de glutamato y en la toxicidad del
péptido B-amiloide; y el papel del ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria en la
toxicidad del péptido B-amiloide, en la rata in vivo. Para ésto, se utilizo un inhibidor
de la glucdélisis, iodoacetato (IA) y un inhibidor del ciclo de Krebs y de la cadena
transportadora de electrones, el 4cido 3-nitropropidnico (3-NP).

El 1A se utilizé tanto en forma aguda (inyeccién intrahipocampal) como crénica
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(inyeccién intraperitoneal durante 4 dias). En el grupo crénico, se administro al cuarto
dia del tratamiento, el pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC), inhibidor de los
transportadores de glutamato; ¢ el péptido B-amiloide 25-35, en el hipocampo de la
rata. Se estudid también por microdidlisis, el efecto del |A sobre la acumulacion de
glutamato y aspartato extracelular en presencia y ausencia de PDC. E! 3-NP se
inyecté intraperitonealmente y cuatro horas después se inyect6 en el hipocampo de la
rata el péptido B-amiloide 25-35.

En base a lo anterior, se observé lo siguiente: (1)EI IA produce dafio desde la primera

hora de inyeccién intrahipocampal de S0nmolas/yl, el cual no se protege con el
antagonista del receptor NMDA (MK-801) o con el antioxidante a-tocoferol; (2)La

administracion del IA en el hipocampo de la rata produce una elevacion en la
concentracion extracelular de glutamato y especialmente de aspartato; y al
administrarlo junto con PDC, hay una elevacién mucho mayor; (3)La inhibicion del
transporte de glutamato produce una elevacion importante de los niveles
extracelulares de glutamato y aspartato, mas no produce muerte neuronal; sin
embargo, en ratas energéticamente deficientes (que recibieron tratamiento crénico de
IA), si la produce; (4)La inhibicién crénica de la glucélisis, no incrementa la toxicidad
de! péptido B-amiloide inyectado en el hipocampo de la rata; (5)La inhibicién
sistémica del ciclo de Krebs y de la cadena transportadora de electrones por 3-NP
exacerba la toxicidad de! péptido B-amiloide inyectado en el hipocampo de ia rata.

En conclusién el estado energético de las células incrementa la susceptibilidad
neuronal a la muerte. La inhibicion de la glucélisis incrementa la toxicidad del
glutamato, mas no tiene ningun efecto sobre la toxicidad del péeptido B-amiloide;
mientras que la inhibicién del ciclo de Krebs y la cadena transportadora de electrones

si incrementa la toxicidad de este péptido.
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I.INTRODUCCION

Los tipos celulares gue conforman al sistema nervioso central son las neuronas, las
células gliales y las células del endotelio. Las neuronas son las céluias encargadas
de la comunicacién, procesamiento y mantenimiento de la informacién en el
organismo. Estas células dependen de! suministro de oxigeno y de la glucosa como
fuente primaria de carbono para la obtencion de energia, aunque también los cuerpos
cetdnicos pueden proveer una fuente limitada de energia principalmente en
condiciones de desequilibrioc metabdlico crénico. El trabajo cerebral (la utilizacion de
la energia) esta perfectamente acoplado al metabolismo oxidativo (produccion de la
energia) siempre y cuando exista el suministro de glucosa y oxigeno, y de que la
remocién de los productos metabdlicos terminales sea continua. Cuando el
suministro de glucosa o de oxigeno es interrumpido, se genera una falla energeética
causada por la falta de agentes reductores y del ATP. En este caso, el tejido utiliza
reservas de unidades glucosidicas obtenidas del desdoblamiento de glucégeno
existente en el tejido, sin embargo, este sustrato para el metabolismo oxidativo solo
se puede mantener aproximadamente 10 minutos. El cerebro tambien puede utilizar
en estos casos cuerpos cetdnicos, si se encuentran disponibles, como sustrato para el
metabolismo oxidativo (Hawkins et. al., 1986). Cambios extremos agudos en la
disponibilidad de la glucosa alteran la funcién neuronal, por alteraciones en ei
metabolismo energético (Bryan et. al., 1986, Duckrow and Bryan 1987). Por otro lado,
la falta total de oxigeno rapidamente causa la falla energética del tejido al paralizar la
cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa. En este caso, en
presencia de glucosa, la produccién de ATP continuara por vias anaerdbicas, con la
produccién final de lactato, acidificando el medio (LaManna et. al., 1987). Sin

embargo esta via es insuficiente para mantener las demandas metabdlicas del tejido



nervioso desarrolldndose rapidamente una situacién de compromiso metabolico.

En algunas enfermedades neurolégicas se pueden observar déficits en el
metabolismo energético. El mas obvio es la isquemia cerebral, aunque también hay
cambios notables en enfermedades neurodegenerativas cronicas como la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de
Huntington (EH) (Bowling y Beal, 1995, Greene y Greenamyre, 1996).

Durante la isquemia cerebral, la inhibicion del metabolismo es dramatica y profunda.
En la hipoxia o la isquemia cerebral ocurre una deficiencia impontante de glucosa y
oxigeno. La ausencia de oxigeno remueve el aceptor final de electrones causando
que la cadena respiratoria falle (Globus et. al., 1988). De igual manera cuando la
glucosa no se encuentra disponible causa la misma secuela de eventos antes
mencionados (Wieloch et. al.,, 1984). La inhibicién del metabolismo asociada a
enfermedades neurodegenerativas es mas sutil, pero existe mucha evidencia que
apoya su existencia (Green y Greenamyre, 1996; Bowling y Beal 1995). Ademas, la
funcion metabdlica disminuye con la edad (Bowling y Beal 1995), posiblemente
debido al dafio oxidativo de! ADN mitocondrial asociado a ésta (Beal, 1995).

En la EA, se han observado una variedad de anormalidades metabdlicas. En
biopsias de pacientes con EA se ha encontrado un incremento en la produccion de
CO,, sin un aumento de la carga energética celular, sugiriendo un desacoplamiento
parcial del metabolismo (Sims et. al., 1983). Lo anterior se apoya por estudios como
la tomografia de emision de positrones en donde se demuestra una disminucién en la
utilizacién de la glucosa en varias zonas del cerebro en este padecimiento (Haxby et.
al., 1986). Por otra parte se han reportado defectos en muchas enzimas especificas
del metabolismo energético en cerebros de pacientes con EA. Esto es, enzimas que
participan en la glucdlisis (Sorbi et. al., 1990; y Gibson et. al., 1988), en el ciclo de
Krebs (Sorbi et. al., 1983; Sheu et. al., 1985; Gibson et. al., 1988, Mastrogiacomo et.
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al., 1993) y en la cadena transportadora de electrones (Parker, et. al., 1994; Schapira,
1996; Beal et. al., 1994; Schagger y George, 1994). En estudios in vitro, la inhibicion
metabdlica causa el incremento en la expresion de antigenos relacionados a la EA

como el ALZ-50, el 5E2 y la ubiquitina {Blass et. al., 1990; Cheng y Mattson, 1992).

Los antecedentes anteriores demuestran que existe una estrecha relacion entre la
susceptibilidad a la muerte neuronal y la inhibicion del metabolismo energético. En
este contexto, el objetivo de la presente tesis es estudiar la participacion de la
inhibicién de! metabolismo energético en la susceptibilidad a la muerte neurcnal
producida por dos agentes téxicos: el glutamato, implicado en la isquemia cerebral, y

el péptido B-amiioide, implicado en la enfermedad de Alzheimer.

.1.METABOLISMO ENERGETICO

Como se menciond anteriormente, el cerebro depende directamente del metabolismo
de la glucosa para realizar sus funciones. Se han definido dos categorias principales
para la utilizacion de la energia en este tejido. La primera se refiere a las vias
catabdlicas y anabdlicas para el mantenimiento homeostéatico celular, en donde se
utiliza la energia para el mantenimiento de la integridad celular, morfologica y
funcional como por ejemplo, en vias metabdlicas de carbohidratos, lipidos, proteinas y
4cidos nucleicos. En este trabajo se utiliza cerca de la mitad de la energia que se
produce en el cerebro en reposo. La segunda categorfa de utilizacion de energia en
el cerebro es en la funcién especializada. Esta funcién se refiere a la recepcion,
transmisién y almacenamiento de la informacién en las neuronas; mientras que en las
células gliales y endoteliales se refiere al mantenimiento del medio interno y externo

permitiendo a las neuronas realizar sus funciones. Este trabajo especializado viene
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siendo en buena medida, trabajo idnico que incluye el transporte axonal y
mantenimiento de los gradientes idnicos siendo la funcién que més consume energia.
El sistema de transporte idnico responsable de la mayor utilizacion de energia en el
cerebro es la bomba de Na*-K'-ATPasa (Bazan et. al.,, 1992). La distribucion
asimétrica de ciertos iones depende tanto de bombas que utilizan ATP como de
sistemas que utilizan la energia de! gradiente de sodio. Otras funciones que
consumen una cantidad importante de energia incluyen la sintesis y recaptura de
transmisores y en la fosforilacion, defosforilacion y degradacién de ciertas proteinas.
La actividad neuronal esta acoplada al metabolismo: la excitacion neuronal causa el
eflujo de K*; el cual es transportado por ia bomba de Na'-K'-ATPasa, para restaurar
su gradiente, y por lo tantc el potencial de membrana. EI ATP es utilizado
(hidrolizado) por la bomba al transportarse el potasio, y en esta reaccion se produce
ADP, lo que causa que la cadena oxidativa acelere su velocidad, promoviendo el

consumo de oxigeno y de sustrato para la refosforilacién de! ADP (Fig. 1). Como

procesos dinamicos dei
metabolismo, flujo san-

CAPILAR J guineo y funcién. Tomado
de Bazan et. al., 1992.
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T 1

—
£ CLUCOGEND LACTATO FOSFORILACION Fig. 1. Esquema de la
P OXIDATIVA ¢ homeostasis energetica en
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] leLucoLsis ->pIruvATO—p ' mayor representa el com-
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& H,0 puesto de glia y neuronas,
ARTERIOLA 1 e B ATP tas cuales son suministra-
A | TOCONDR ,,I l das por los capilares. Los
E dos compartimentos princi-
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k ‘M Na mitocondria. Ver el texto
R I T para discusion de los
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resultado de estas reacciones, la célula utiliza la energia resultante de la oxidacion de
coenzimas reducidas que se generan durante la oxidacion de la glucosa en la

glucdlisis y en el ciclo de Krebs.

1.1.1.Glucéblisis

Los animales dependen del metabolismo de la hexosa, glucosa, para obtener su
energia. La glucosa se obtiene a partir de la descomposicion de polisacaridos mas
grandes presentes en la dieta de los animales o de la degradacién del glucégeno. El
cerebro, depende esencialmente de la glucosa para poder generar su energia siendo
el carbohidrato que se utiliza preferentemente y que facilmente puede cruzar la
barrera hematoencefalica por un mecanismo independiente de insulina. La glucosa
es interiorizada al citosol de las células por un acarreador especifico de la glucosa y
es fosforilada inmediatamente por la hexocinasa a glucosa-6-fosfato. Las enzimas de
la giucdlisis se encuentran localizadas en el citosol, sin estar unidas a membranas, ni
formando complejos entre ellas (Fig. 2).

o Etapa | (Reacciones 1-5). Es una etapa preparatoria en la que la glucosa es
fosforilada utilizando dos moléculas de ATP y es desdoblada en dos moléculas
de 3 carbonos cada una: gliceraldehido-3-fosfato.

¢ Etapa |l (Reacciones 6-10). Las dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato son
convertidas a piruvato con la generacion de cuatro moléculas de ATP.

En si la reaccion de la glucélisis se puede describir de la siguiente manera:

Glucosa + 2NAD" + 2ADP + 2P, —»
2NADH + 2piruvatos + 2ATP + 2H,0 + 4H’



Glucosa

Glucosa
[ ATP
ATP | el
hexocinasa (HC)
ADP
GoP Glucosa-6-fosfato
2 fosfoglucosa isomerasa
FGP Fructosa-G-fosfato
1 ATP ,
ATP . 3 Mg** HO H
] fostofructocinasa
ADP 0, —0—CH; 0. CH—0—PO}
FBP Fructosa-1,6-bifostato 'iH H HQ 02H
4 3
HO H
4 aldolasa
-20,p— 0 CHy ol CHy—0—PO}
GAP DHAP  GAP + DHAP "“
| e R QM /g
GAP 8 iriosa fostato lsomerasa g B\ * M\ DHAP
P4 Nan* N Ty ~H
2NAD+ + 25 o 6 |1 giealenioo3-ostatn o _H
NADH deshidroganzsa OH Oo—PO}
i » [ 7
1,3.BPG 1,3-BPG 1,3-Bitosfoglicerato (1A) *0,P—0—CHy— sy
_ ADP “~ N\ H o
ZADP - 7 fostoglicerato cimasa
| o
3PG 3PG 3-Fostoglicerato ""'OaP—o—CHz"‘f_C\\
jostogliceraln mutasa
8 -0.p—~0Q0 O
HO—CH, ! c/
/ AN
2PG 2PG 2-Fosfoglicarato 0
A
9
H’O% enclasa
—20,P—0 ¢
Mg Ty
PEP PEP Fostoenolplruvato CHFC—C\\
ADP e
2ADP - 10 MEH', K
ATP piruvain dnasa
o
j {4
Pyr Pyr Pi CH,—C—C\\

Fig. 2. Degradacion de la glucosa por la via glucolitica o glucélisis. Se puede considerar
que ocurre en dos etapas. Etapa | consiste en la fosforilacién y ruptura de la glucosa
formando 2 moléculas de gliceraldehido-3-fosfato y utilizando 2 moléculas de ATP.
Etapa |l consiste en la conversion del giiceraldehido-3-tosfato a piruvato con la
generacién de 4 moléculas de ATP. El compuesto entre paréntesis es el iodoacetato,
inhibidor irreversible de ia enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Tomado
del Voet/Voet, 1995, 1995.
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1.1.2.Ciclo del acido tricarboxilico (TCA)

El cicio de! acido tricarboxilico, también conocido como ciclo de Krebs o ciclo del
Acido citrico, es el encargado de la mayor parte de la degradacion oxidativa de
carbohidratos, acidos grascs y aminoédcidos, ademas de generar NuUMerosos
precursores biosintéticos, siendo por lo tanto anfibélico (opera tanto catabélicamente
como anabdlicamente). El compuesto de inicio del ciclo es la acetil-coenzima A
(acetil-CoA), 1a cudl es un producto comun del catabolismo de carbohidratos, acidos
grasos y aminoacidos. La coenzima A funciona como un acarreador de grupos
acetilos y otros grupos acilos. EIl producto final de la glucdlisis, el piruvato, es el
precursor inmediato de la acetil-CoA. Este precursor es transportado al interior de la
mitocondria en condiciones aerdbicas por un cotransportador de piruvato-H'
especifico, donde es oxidado por un complejo multienzimético llamado piruvato
deshidrogenasa, a acetil-CoA. Las enzimas del ciclo de Krebs se localizan en la
mitocondria. Las ocho enzimas del ciclo del acido citrico, catalizan una serie de
reacciones que oxidan el grupo acetil a dos moléculas de CO, con ia concomitante
generacion de tres moléculas de NADH (dinucleétido de nicotina adenina reducido),
una molécula de FADH, (dinucledtido de flavina adenina reducido) y una molecula de
GTP (trifosfato de guanosina). El ciclo del acido citrico se puede observar en la figura

3. Lareaccién total del ciclo es la siguiente:

3NAD" + FAD + GDP + P,+ acetil-CoOA ——»
3NADH +FADH, + GTP + CoA + 2CQO,
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COy + NADH
Y
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Fig. 3. Las reacciones de! ciclo del 4cido citrico. La reaccion de piruvato a acetil-CoA suplementa al ciclo de
sustrato via el metabolismo de carbohidratos, pero no es considerado como parte del ciclo. Los compuestos
entre corchetes son intermediarios unidos a enzima. El asterisco indica el carbono que se libera en forma de CO,
El compuesto entre paréntesis es el acido 3-nitropropidnico, inhibidor irreversible de la enzima succinato
deshidrogenasa sefialada con una tlecha. Tomado de Voet/Voet.
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.2.1ISQUEMIA CEREBRAL

El dafio isquémico al sistema nervioso central ocurre como consecuencia de varias
condiciones clinicas como el accidente cerebrovascular, el trauma cerebral, ataques
epilépticos prolongados, paro cardiaco e hipoxia perinatal. E! impacto de la isquemia
cerebral puede ser claramente observado en la frecuencia del accidente
cerebrovascular. El accidente cerebrovascular es considerado como el desorden
neurolégico que pone en mayor riesgo la vida del individuo, después del cancer y las
enfermedades cardiovasculares, siendo la tercera causa de muerte en Europa
Occidental y en E.E.U.U. (Dietrich, 1998); ademas de ser la causa principal de
incapacidad en la poblacién adulta y representa una fuerte inversion anual en la
recuperacion de los sobrevivientes (Dietrich, 1998). La incidencia incrementa con la
edad y es generalmente més alta entre los hombres que en las mujeres (Dietrich,
1998). EIl accidente cerebrovascular se describe como una pérdida rapida de la
funcién cerebral causada por el bloqueo o la ruptura de un vaso sanguineo y por
tanto el decremento de la entrada de sangre al cerebro. Se caracteriza por la pérdida
del control muscular, la disminucidon o pérdida de los sentidos y de 1a consciencia, y
otros sintomas que varian segun el tamafio, severidad y localizacion de la lesion.

El dafio cerebral isquémico focal resulta de una reduccién del flujo sanguineo a un
area discreta del cerebro. E! origen del episodio isquémico puede ser oclusivo,
causado por una trombosis arterial (e.g. arterioesclerosis), 6 embolico, causado por
un coagulo o agente extrafio que viaja a través del vaso sanguineo hasta taparlo.
También se puede dar una isquemia global al disminuir el flujo sanguineo en todo el
cerebro debido a un paro cardiaco. El origen mas frecuente del episodio isquémico
es el oclusivo, comprendiendo cerca del 80% de los casos de accidentes

cerebrovasculares. Ademas, el 20% de los accidentes cerebrovasculares son
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hemorragicos, pudiendo presentarse hemorragia al espacio subaracnoideo o & la
sustancia cerebral misma (Meldrum, 1991). No importando cudl sea la causa
primaria, las consecuencias ultimas de la reducciéon sostenida del flujo sanguineo

cerebral son las mismas: dafo irreversible a las neurgnas.

1.2.1.Modelos animales de isquemia cerebral

Para poder investigar la fisiopatologia y el tratamiento de la isquemia cerebral, se han
desarrollado varios modelos animales. Aunque estos modelos no simulan
exactamente las condiciones clinicas de una isquemia cerebral, han resultado ser
bastante dtiles para el estudio de la isquemia y casi todo lo que se conoce hasta el
momento es gracias a éstos. Ademds, en estos modelos se pueden estudiar agentes
terapéuticos novedosos que pueden tener uso clinico.

Algunos modelos simulan el paro cardiaco o condiciones hemodinamicas que
resultan de hipotensién sistémica, en donde el flujo sanguineo es reducido
severamente en muchas areas del cerebro (modelo de isquemia global transitoria)
produciéndose la oclusion bilateral de las arterias carétidas comunes (para revision
Dietrich, 1998). En este tipo de modelos, se observa un dafio difuso, con muerte
neuronal retrasada (se explicara posteriormente) en zonas selectivamente
vulnerables que incluyen las neuronas piramidales de CA1 en el hipocampo,
neuronas de la corteza cerebral y las del estriado dorsolateral.

Otros modelos reducen el flujo sanguineo tanto severamente como moderadamente,
como ocurre en el accidente cerebrovascular (modelos de isquemia focal cerebral) y
son los mas indicados en relacion al estudio de los accidentes cerebrovasculares. En
éste se produce la oclusién permanente o transitoria de la arteria cerebral media
(ACM). Han sido muy utilizado en el desarrollo de drogas anti-isquémicas ya que las

lesiones que producen son muy constantes (para revision Dietrich, 1998).
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La isquemia cerebral a veces se asocia a procesos trombdticos por lo que se ha
desarrollado un modelo que simula la isquemia trombdética conocido como modelo de
trombosis cerebral fotoquimica (Watson, 1995). Ademas, se han desarroliado varios
modelos en los que se produce una embolia cerebral para conocer los mecanismos
tromboembdlicos en un proceso isquémico (Dietrich, 1998).

Recientemente se han desarrollado modelos bioquimicos en los que se inhibe tanto
la glucdlisis como la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa.
Sin embargo, la mayoria de estos modelos todavia no se han desarroliado in vivo,
s6lo en cultivos celulares o en rebanadas cerebrales de rata (Reiner et. al., 1990).
Estos modelos son especialmente importantes ya que los modelos in vivo, aungue se
acercan mas a las condiciones fisiolégicas de los pacientes, resulta dificil controlar
todas las variables. Por lo tanto, los modelos bioquimicos son una herramienta Util

para descifrar los mecanismos que llevan al dafo neuronal isquémico.

1.2.2.Dano_isquémico cerebral

La fisiopatologia de la isquemia cerebral incluye cambios en la actividad eléctrica, pH
extracelular, temperatura, volumen celular, volumen del espacio intersticial,
osmolaridad, metabolismo energético, liberaciéon de neurotransmisores y composicion
ibnica. En un dafo isquémico existe dafio primario y secundario, siendo ambos igual
de importantes. Las manifestaciones mas importantes del dafio primario son:
1. Destruccion irremediable del tejido nervioso causando necrosis en el sitio de la
isquemia focal. A este tejido se le conoce como centro isquémico.
2. Ruptura de los vasos sanguineos causando el sangrado epidural, subdural 0
intracerebral.
3. Desgarramiento y rompimiento de las fibras nerviosas de la materia blanca.

Estas lesiones primarias producen un incremento en el contenido de agua del
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cerebro (edema cerebral). Este edema se desarrolla alrededor de! tejido isquémico
necrético (centro isquémico) y es considerado como la manifestacién principal del
dafio secundario. Al tejido donde se desarrolla el edema, se le conoce como la zona
de penumbra siendo el area que rodea al centro isquémico (Symon, 1986). Esta
zona recibe flujo sanguineo residual de vasos colaterales; y aunque e! flujo es
demasiado bajo para mantener la actividad funciona!, esta por encima del umbral que
causa la muerte del tejido. Ademas, se ha observado que se incrementa la
concentracion de K* extracelular y que disminuye la de Na* (Bazan et. al., 1992) y se
puede proteger con antagonistas del receptor de glutamato tipo NMDA (Duverger et.
al., 1987, Park et. al., 1988).

Otro fenémeno secundario a la isquemia cerebral es la muerte neuronal retrasada en
areas selectivamente vulnerables del cerebro. Desde los afios 40s hasta los 80s, la
muerte inducida por isquemia era atribuida Gnicamente a la falla energética: al fallar
el metabolismo energético los sistemas dependientes de energia que mantienen la
homeostasis celular dejan de funcionar y causan una pérdida de la homeostasis y
muerte celular (Hara et. al., 1993). Este tipo de muerte se conoce como “muerte por
falla energética” y es la que se da en el centro isquémico. Sin embargo, en 1975, Ito
observé que ademas de ia muerte inmediata por falla energética, ocurria muerte
neuronal horas 0 hasta dias después de un episodio isquémico breve, lamandole
“muerte neuronal retrasada”. Este tipo de muerte se debe a un proceso lento
progresivo en un grupo especifico de neuronas, en presencia de flujo sanguineo
cerebral normal, metabolismo energético normal y homeostasis normal de Na', K y
agua. Al parecer este dafio secundario resuita, en parte, por la accion de factores
endégenos bioguimicos que son activados, sintetizados o liberados en respuesta de
la isquemia. Algunos de estos posibles factores incluyen a las fosfolipasas, productos

de la hidrélisis de lipidos de membrana, eicosanoides, radicales de oxigeno, metales
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catiénicos mono y divalentes, péptidos opioides, y aminoacidos excitadores (para
revision Bazan et. al., 1992 y Hara et. al., 1993). Al parecer, existen fuertes
evidencias de que el dafio en la isquemia es causado por mecanismos dependientes
de la neurotoxicidad del glutamato (excitotoxicidad). Por lo anterior, es pertinente

explicar como se puede dar este dafio excitotoxico.

1.2.3.Receptores a AAE

Los aminoacidos acidicos L-glutamato y L-aspartato son considerados los
neurotransmisores excitadores predominantes en el sistema nervioso central (SNC)
de los mamiferos. Las vias glutamatérgicas principales incluyen a las vias
hipocampales (intrinsecas, aferentes y eferentes), las aferentes cerebelares y las
fibras paralelas (de las células granulares provenientes del cerebelo), las fibras
corticocorticales de asociacién que incluyen la fibras corticofugales que proyectan al
estriado, bulbo raquideo y espina dorsal (Greenamyre y Porter, 1994; Greene y
Greenamyre, 1996).

Existen dos categorias principales de los receptores a AAE: los receptores
formadores de canales catidnicos o ionotropicos; y los receptores metabotropicos,
que estan acoplados a proteinas G y causan la activacion de la fosfolipasa C (PLC), la
inhibicion de adenil ciclasas {AC) o el metabolismo de acido araquidénico. Dentro de
los receptores ionotropicos, existen tres subtipos: el receptor NMDA y los receptores
AMPA/kainato. Existe un tercer tipo de receptor a glutamato, llamado L-AP4, que es el
nombre del antagonista que actia sobre el mismo. Este receptor al parecer bloguea
la transmisién sinéptica de una manera independiente a la de los receptores a AAE
antes mencionados. Pueden ser tanto postsinapticos como presinapticos (Meldrum,
1991). A continuacién se describiran los receptores ionotrépicos:

A _Receptores AMPA/Kainato

13



Los receptores para e! acido kainico (KA) y el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazol propiénico (AMPA) reciben el nombre de los agonistas que los activan y se
cree que son mediadores principales de la neurotransmisioén excitadora rapida en el
SNC. Estos canales son dependientes del agonista, activandose al unirse el mismo,
y se desensibilizan rapidamente.  Los canales que forman son permeables a Na'y
K. Sin embargo, existen receptores AMPA gue tienen canales permeables a Ca™, los
cuales se han observado en cultivos primarios de neuronas hipocampales, en células
bipolares de la retina, en células no piramidales de la corteza cerebral y en células
gliales de Bergman del cerebelo (Michaelis, 1997). Estos canales son bloqueados
competitivamente por una serie de quinoxalin-2,3-dionas como la 6-ciano-7-nitro-
quinoxalin-2,3-diona (CNQX), la 6,7-dinitroguinoxalin-2,3-diona {DNQX) y la 2,3-
dihidroxi-6-nitro-7-suifamoil-benzo(F) quinoxalina (NBQX) (Greene y Greenamyre,
1996). La CNQX y la DNQX también inhiben los receptores a NMDA de una manera
no competitiva (Michaelis, 1997).

B.Receptores NMDA

Los receptores NMDA no son mediadores de la transmisién sindptica rapida, ya que
responden mucho més lento que los receptores AMPA/KA y contribuyen
principalmente al componente lento de las corrientes postsinapticas excitadoras
(Michaelis, 1997). La farmacologia y fisiologia de este receptor es muy compleja. El
canal iénico de estos receptores presenta una conductancia muy alta (50pS) y es muy
permeable al i6n Ca*; al parecer, se desensibiliza muy lentamente. También es
permeable a K y Na*, y tiene mayor afinidad al glutamato que los otros receptores.
Presenta sitios de unién para glutamato y glicina que necesitan estar ocupados
ambos al mismo tiempo para que el receptor pueda activarse, por tal razon, el
glutamato y la glicina han recibido el nombre de co-agonistas. Ademds, presenta

varios sitios de modulacién. La unién de poliaminas, como la espermina o la
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espermidina, pueden incrementar la respuesta de los receptores a NMDA (Williams
et. al.,, 1991). EI zinc también se une al receptor inhibiendo su actividad de una
manera poco conocida. También los protones y el pH extracelular bajo son potentes
inhibidores de este receptor (Greene y Greenamyre, 1986).

La respuesta lenta de estos receptores se cree que esta dada por las propiedades
intrinsecas del canal, ya que en condiciones de reposo, se encuentra blogueado por
Mg* presente en el ambiente extracelular de las neuronas y este bloqueo solo se
quita por despolarizacién membranal. Por lo anterior, el receptor a NMDA es
dependiente de voltaje ademéas de ser dependiente de la union del agonista para su
activacion (Nowak et. al., 1984). Al parecer, en una sinapsis, el glutamato liberado al
espacio sinaptico causa la activacion rapida de los receptores AMPA/KA,
despolarizando la membrana postsindptica y permitiendo la liberaciéon del bloqueo
por Mg™ del canal, activandose en presencia de glutamato (Michaelis, 1997).

l.os antagonistas selectivos del receptor a NMDA caen dentro de cuatro categorias:
los antagonistas fosfonoaminados que compiten por los sitios de reconocimiento de
L-glutamato y NMDA (e.g. 2-AP5, 2-AP7 y CPP); ios que bloquean los sitios de union
para glicina (e.g. acido 5,7-diCl-kinurénico), los que inhiben el aumento alostérico de
la activacion por agonistas causado por las poliaminas (e.g.ifenprodil); y los que

inhiben el canal idnico (MK-801, PCP y cetamina).

1.2.4.Transportadores de AAE

Como se ha explicado anteriormente, los aminoacidos excitadores (AAE), glutamato y
aspartato, actuan en el SNC como neurotransmisores. El glutamato es liberado de
pozas presinapticas de forma vesicular y no vesicular. La liberacion vescicular se da
por la entrada de calcio a la terminal presinaptica causando la fusion de las vesiculas

que contienen neurotransmisor a la membrana plasmatica, liberandose glutamato al
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espacio sinaptico. La liberacion no vesicular estd mediada por el cambio de direccion
en el funcionamiento de los transportadores de glutamato, causado por
despolarizacion de la membrana (Nicholis, 1989). Aparentemente, este tipo de
liberacion es la responsable del incremento en la [glutamato], que se observa durante
la isquemia cerebral o durante la inhibicion metabdlica (Drejer et. al.,1985). El
glutamato también puede ser liberado como osmolito por hinchamiento celular o
como consecuencia de la ruptura de las membranas plasmaticas (Meldrum, 1991).

La transmision glutamatérgica termina por la remocion del glutamato al ser
recapturado por transportadores de alta afinidad a glutamato dependientes de sodio
(AAET). Estos transportadores son capaces de translocar el neurotransmisor en
contra de su gradiente de concentracién manteniendo la concentracion extracelular
de glutamato a un nivel bajo (<1yM) (Gegelashvili y Schousboe, 1997).

Los transportadores de glutamato transportan L-glutamato, D-aspartato y L-aspartato
y algunos otros aminoacidos acidicos como el treo-B-hidroxiaspartato y el cisteato.
Se encuentran tanto en neuronas como en celulas gliales. Existen 5 tipos de
transportadores de glutamato: AAET1 a AAET5. Cuando se expresan en ovocitos, el

transportador AAET4 presenta la mayor afinidad a glutamato, con una Km de 2-3uM

para L-glutamato, D-aspartato y el andlogo acido L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilico
(PDC), el cual es inhibidor competitivo sustrato y provoca el heterointercambio por

glutamato (Volterra et. al., 1996). Las otras isoformas tienen valores de Km a

glutamato en el rango entre 10 y 64uM (Palacin et. al., 1998). El AAET1 6 GLAST y el
AAET2 6 GLT-1 estén presentes en las células gliales; mientras que el AAET3 6
AAEC vy el AAET4 6 AAET estan en las neuronas. ElI AAETS fue encontrado
recientemente en células de la retina. Estos transportadores comparten 50-55% de
identidad en su secuencia (Palacin et. al., 1998).

Para que se dé el transporte de glutamato en contra de su gradiente de
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concentracién, los transportadores utilizan la energia libre almacenada de los
gradientes electroquimicos de los iones inorganicos y es electrogénico. Se ha
propuesto que el transporte de glutamato estd acoplado al cotransporte de dos iones
Na* y el contra-transporte de un ién K* y un OH". Sin embargo, evidencias recientes
apuntan a un modelo en el que un H* es cotransportado en lugar del contra-transporte
del OH; ademés de ser tres y no dos iones de Na’ los que son cotransportados por
cada molécula de glutamato (Kanai, 1997). Como se mencion0 antes, este transporte
utiliza la energia del gradiente Na* y K*; el cual es mantenido por la bomba Na*/K"-
ATPasa. Cuando disminuye la [ATP] al inhibirse el metabolismo energético, esta
bomba deja de funcionar, eliminandose los gradientes de Na' y K. Al no existir el
gradiente, los transportadores de glutamato dejan de funcionar o cambian la direccion
de su transporte, sacando glutamato en lugar de interiorizarlo a la ceiula,
incrementandose asi su concentracion extracelular (Drejer et. al., 1985).

Por lo anterior, los transportadores de glutamato protegen a las neuronas de la
excitotoxicidad del glutamato, manteniendo las concentraciones extracelulares de
este aminoacido bajas. Rothstein et. al. (1994), observaron que al aplicar
oligonucledtidos antisentido al ARNm de los transportadores gliales, las neuronas se
mueren, mas la neurodegeneracién no se observa al bloquear los transportadores
neuronales. Experimentos posteriores demostraron que los transportadores que
regulan la concentracion extracelular de glutamato son los gliales (Kanai, 1997).

Estos transportadores son inhibidos por: radicales de oxigeno (el peroxinitrito y el
perdxido de hidrégeno), acido araquidénico, factor de necrosis tumoral a y péptido B-

amiloide. Por otra parte, su expresién genética es regulada tanto espacialmente
como temporalmente: el glutamato o sistemas glutamatérgicos funcionales estimulan
la expresién de estos transportadores, ya que al deaferentar la entrada

glutamatérgica o en ausencia de glutamato, se dejan de expresar (Kanai, 1997).
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1.2.5.Excitotoxicidad

Desde 1957, Lucas y Newhouse demostraron que la exposicion prolongada a
glutamato causaba la muerte de las neuronas en la retina y de otras regiones del
cerebro (Olney, 1988). Después en 1971, Olney demostré que esta neurotoxicidad
del glutamato en el cerebro también se producia por la administracion sistémica de
glutamato o sus andlogos (Meldrum, 1991) y esta toxicidad es postsinpaptica,
dafiandose membranas de las dendritas en donde los receptores de glutamato se
encuentran localizados (Olney, 1988). Este dafio puede ser bloqueado por
antagonistas de los receptores a AAE. En base a la capacidad del glutamato y sus
analogos de despolarizar a las neuronas y a la correlacion entre las propiedades
toxicas y excitadoras de éstos, se propuso que la neurotoxicidad del giutamato es
mediada por un mecanismo excitador, recibiendo el nombre de excitotoxicidad. La
estimulacion excesiva de los tres subtipos de receptores glutamatérgicos ionotropicos
y de los metabotropicos pueden llevar a la muerte excitotoxica (Greene y
Greenamyre, 1996). Estudios in vitro en cultivos primarios de neuronas o
preparaciones de rebanadas cerebrales han generado hipétesis especificas que
describen los mecanismos de la excitotoxicidad. Al parecer, existen por lo menos dos
formas de muerte excitotéxica celular. Una forma se da por la exposicion de altas
concentraciones de excitotoxinas (mM) (glutamato, NMDA, kainato o quiscualato),
induciendo la rapida entrada de Na* y CI, acarreando agua al interior celular y
provocando el hinchamiento y muerte neuronal a los 5-30 min. (Rothman, 1985; Choi,
1987). Otra se da por la exposicién de bajas concentraciones de excitotoxinas (yM),
produciéndose una entrada de Ca®, induciéndose una muerte neuronal lenta. El
incremento en ia [Ca*] tiene multiples consecuencias que incluyen la activacion de
proteinasas y fosfolipasas A y C, la formacion de 6xido nitrico (NO) y el incremento en

la peroxidacion lipidica (Bazan et. al.,, 1992). Ademés, puede causar la disfuncion
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mitocondrial, resultando en la formacién de radicales libres, la incapacidad de
mantener la homeostasis del caicio y una disminucién en la produccién de energia
(Garthwaite y Garthwaite, 1986; Choi, 1987). Al parecer, la muerte neuronal retrasada
que se observa en la isquemia es dependiente del incremento en la concentracion
intracelutar de calcio ([Ca*]). Este incremento puede estar dado por la activacion del
receptor NMDA, por la apertura de canales de Ca* dependientes de voitaje causada
por la despolarizacién de la membrana al entrar Na* a través de los receptores
AMPA/KA o por la liberacion del Ca* de pozas intracelulares (Meldrum, 1991).

Sin embargo, experimentos en el laboratorio han demostrado que la elevacion in vivo
del glutamato extracelular por si sola no es suficiente para causar dano neuronal, por
lo que deben de existir otros factores que provocan la muerte neuronal del tejido
(Massieu et. al., 1995) como podria ser la inhibicién del metabolismo energético.
Novelli et. al. (1988), demostraron que al inhibir la fosforilacion oxidativa o la bomba
Na‘'/K'-ATPasa, concentraciones de glutamato o NMDA que per se no son
neurotoxicas, en estas condiciones si lo son. Zeevalk y Nicklas (1990) tambien
demostraron en la retina de pollo que al inducir una despolarizacién parcial con
inhibidores de la glucélisis (iodoacetato) o de la fosforilacion oxidativa (cianuro), se
producia la activacién del receptor NMDA en la ausencia de un incremento de
glutamato extracelular. Mas aln, la despolarizacién de ia membrana con K* simula la
toxicidad producida por la inhibicion de! metabolismo energético. Esta excitotoxicidad
ha recibido el nombre de excitotoxicidad débil ¢ secundaria de acuerdo a Albin y
Greenamyre (1992), para diferenciarla de la excitotoxicidad aguda en donde el
incremento en la actividad de los receptores es causado simplemente por el
incremento en la concentracién de los agonistas. En conclusion, estos resultados
sugieren que la alteracion del potencial de membrana por la inhibicion del

metabolismo es importante para la excitotoxicidad mediada por el receptor a NMDA.
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.2.6.1squemia_cerebral in vivo y excitotoxicidad

En modelos de isquemia cerebral global, se ha observado que los grupos neuronales
méas susceptibles al dafio neuronal retrasado son la capa piramidal de CA1 del
hipocampo en ratas (Pulsinelli et. al., 1982) y en humanos (Petito et. al., 1987), y la
capa de células de Purkinje en la corteza del cerebelo, entre otras. Estas regiones se
les conoce como sensibles a la isquemia, y al parecer esta vuinerabilidad esta dada
por ser regiones ricas en terminales glutamatérgicas (Ginsberg et. al.,1985; Pulsinelli
et. al., 1982). Se cree que el receptor a NMDA es el que juega un papel primordial en
la muerte secundaria a la isquemia.

En estudios de microdidlisis in vivo en ratas y conejos, en modelos de isquemia
global o focal se ha observado un incremento en la concentracion extraceluiar de
glutamato y aspartato (Benveniste et. al., 1984; Baker et. al., 1991), de glicina
(Matsumoto et. al., 1993) y de taurina (Saransaari y QOja, 1998) durante el episodio
isquémico. Se ha sugerido que el incremento en la [AAE], esta dado por la liberacion
incrementada y la disminucion en la recaptura y/o el cambio en la direccion en los
transportadores de glutamato (Benveniste et. al., 1984, Drejer et. al., 1985).

Otra evidencia que sefala a la excitotoxicidad como mecanismo de la muerte
isquémica es la proteccién contra el dafio isquémico en regiones que reciben
aferentes glutamatérgicas después de la deaferentacién (Johansen et. al., 1986) o la
proteccién por ia administracién de antagonistas de los receptores a glutamato (Gill
et. al., 1987; Swan y Metdrum 1990).

1.2.7.1squemia cerebral in vitro y excitotoxicidad

Para estudiar los efectos de la inhibicién del metabolismo energético durante la
isquemia cerebral, se han utilizado modelos in vitro en los que se inhibe la giucdlisis

y la cadena transportadora de electrones, tanto en cultivo, como en rebanadas de
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tejido nervioso. En el caso de la inhibicién de la glucdlisis, se ha utilizado el inhibidor
irreversible de la enzima gliceraidehido-3-fosfato deshidrogenasa, el iodoacetato (lA),
el cual tiene diversos efectos sobre las células. En rebanadas de hipocampo de rata,
al tratarlas con 10mM de 1A, produce una depolarizacion de la membrana, siendo mas
répida al coadministrar imM de NaCN y por tanto inhibiendo también la fosforilacion
oxidativa (Reiner, et. al., 1990). Este efecto despolarizante también se ha observado
en el nervio éptico de la rata y estd dado por corrientes de Na' dependientes e
independientes de tetrodotoxina (TTX) (bloqueador de los canales de Na® sensibles a
voltaje). Al agregar ouabaina, inhibidor especifico de la bomba Na'/K'-ATPasa, en
estas condiciones, no se observa mayor despolarizacién, lo que implica que la bomba
de Na'/K'-ATPasa ya se encuentra totalmente inhibida. Esta despolarizacion se
puede bloquear al agregar piruvato como sustrato energético (Lees y Sandberg,
1991; Leppanen y Stys, 1997).

Por otro lado, al agregar 1mM de 1A a preparaciones de retina de pollo se observa un
dafio similar al producido por agonistas del receptor de giutamato tipo NMDA, sin el
incremento de glutamato o de aspartato extracelular. Este dafio se protege con el
antagonista no competitivo del receptor a NMDA, el MK-801 (Zeevalk y Nicklas, 1990)
6 con Mg* extracelular (Zeevalk y Nicklas, 1992). En esta preparacion, cuando se
inhiben la glucdlisis y la fosforilacién oxidativa simultaneamente, si se observa un
incremento [AAE],, produciéndose una lesién mayor. Este dano se protege
parciaimente al agregar MK-801 méas TTX (Zeevalk y Nicklas, 1991). Sin embargo, en
este experimento se demostré que la activacion del receptor precede al incremento
en los niveles extracelulares de aminoécidos excitadores, sugiriendo que el receptor
se activa sin el incremento de [AAE],, lo cual apoya la hipétesis de un dafo
excitotéxico secundario o débil. Sin embargo, existe un trabajo que sugiere que en

cultivos neuronales del hipocampo, la muerte neuronal producida por |A no se da por
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excitotoxicidad, ya que el dafio no se pudo contrarrestar con MK-801, pero si con el
antioxidante vitamina E (Uto et. al., 1995).

En rebanadas de hipocampo de rata (Madl y Burgesser, 1993), en astrocitos de la
corteza (Ninomiya et. al., 1994) y en astrocitos del hipocampo (Nakamura et. al.,
1995), el |A causa un incremento en la [AAE],, que se observa también en condiciones
de alto K*, o al agregar ouabaina. Estos autores han sugerido que este incremento
se da porque el transportador de glutamato deja de funcionar o invierte la direccion
de su transporte al alterarse los gradientes iénicos de la membrana celular por la
disminucién en la [ATP], dejando de funcionar la bomba de Na'/K'-ATPasa.

Ademés, se ha propuesto que el dafio neuronal producido por la hipoglicemia se da
por un incremento en la [Ca™], que lleva a la activacién de fosfolipasas, nucleasas y
proteasas. Bickler y Hansen (1994) observaron que al agregar IA mas NaCN en
rebanadas corticales de rata, se produce un incremento del [Ca*], que proviene en el
15% de pozas intracelulares y el resto del espacio extracelular. Sin embargo, la
membrana celular en estas condiciones se deteriora notabiemente ya que al tratarse
las células con un detergente, no se observa mayor entrada de Ca™.

Al aplicar 50nmol/u! |1A directamente en el estriado de la rata in vivo, se produce una
lesién evidente que se puede atenuar por la remocién de las fibras glutamatérgicas
corticoestriatales. Esta lesion estd acompafnada de la produccion de radicales libres
(Matthiews et. al., 1997). En este mismo trabajo también inyectaron sistémicamente
por cuatro dias 20mg/Kg de 1A, sin embargo no observaron ninguna lesion.

Ademas de tratar de proteger el dafo producido por el IA con antagonistas de los
receptores a NMDA o eliminando las entradas glutamatérgicas, se han intentado otras
estrategias. La adicién de sustratos, como el lactato o el piruvato, no ha producido
resultados concretos. En el modelo de retina de pollo, el piruvato no logrd proteger

contra la lesién inducida por el IA (Zeevalk y Nicklas, 1990), sin embargo en retina de
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rana se observd que se inhibe en un 50% la disminuciéon de ATP producida por e! IA
(Fliesler et. al., 1997). En otro estudio, se observé en rebanadas de hipocampo de
rata que los EPSP disminuian en presencia de IA, mas al agregar lactato o piruvato se
lograban recuperar, protegiendo mejor el piruvato (lzumi et. al., 1994). Por otro lado,
tanto la activacién de receptores a AAE, como la inhibicién de la glucdlisis causan la
liberacién dependiente de Ca* de acido araquidodnico, el cual inhibe el transportador
de glutamato. In vifro, al coadministrar IA mas lactato o piruvato, esta liberacion de
acido araquidénico se bloquea (Williams et. al., 1996), inhibiéndose también la

muerte neuronal.

.3.ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Del 40% al 60% de los adultos de edad avanzada que presentan demencia, padecen
la enfermedad de Alzheimer (EA). Esta estimado que del 3-5% de los individuos
mayores de 65 afos padecen de la EA. La manifestacion clinica mas evidente es el
deterioro en la memoria reciente, con la preservacién relativa de la memoria remota;
sin embargo con la progresion de la enfermedad se observa un deterioro global de la
memoria. En la etapas tempranas se presentan afasias (impedimento en la expresion
verbal) que culminan en la péerdida total del lenguaje. También se presentan apraxias
(incapacidad de realizar trabajos motores complejos), causando que el individuo sea
incapaz de realizar tareas sencillas como vestirse o alimentarse; y en las etapas
tardias de esta enfermedad se observa una perdida de la consciencia {Coyle, 1987).
Hay dos formas de la EA. la de oriden genético y la otra mucho mas frecuente, la
esporadica. La etiologia de esta Ultima se desconoce (Hoyer, 1994).

La histopatoiogia en la EA incluye placas neuriticas, maranas neurofibrilares y

degeneracion granulovacuolar. Las placas neuriticas estan compuestas de depositos
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insolubles y extracelulares de la proteina amiloide en conformacién beta plegada, las
cuales consisten de hojas beta plegadas de esta proteina. Alrededor de los centros
amiloides, especialmente en “placas inmaduras”, se observan neuritas distréficas con
terminacién en forma de cubo pareciendo conos de crecimiento. Estas placas
neuriticas también se presentan en el cerebro de adultos normales de edad
avanzada, pero en una magnitud menor. Generalmente se encuentran localizadas en
la corteza, el hipocampo y las regiones limbicas. La densidad de estas placas en la
corteza cerebral correlaciona significativamente con el grado de impedimentos
cognoscitivos observados en los pacientes antes de la muerte. Las marafas
neurofibrilares son acumulaciones de proteinas del citoesqueleto neuronal
particularmente de ia proteina llamada tau. Estas marafias son muy insolubles y se
encuentran concentradas en neuronas corticales, hipocampales y limbicas. La
degeneracién granulovacuolar representa vacuolas que causan el hinchamiento de
los cuerpos celulares. Esto se observa especialmente en ia células piramidales del

hipocampo (Mena y Garcia, 1998).

1.3.1.Toxicidad del péptido B-amiloide

Se cree que la EA resulta de una cascada de eventos que involucran la pérdida de
neuritas y dendritas terminales, lo que da lugar a la atrofia de cuerpos neuronales en
neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo y de la amigdala (Weinstock, 1995).
La causa de esta enfermedad se desconoce, mas existen evidencias recientes que
sehalan al péptido B-amiloide como muy probablemente involucrado en la
neurodegeneracion. Individuos con la EA, adultos de edad avanzada con sindrome
de Down y primates viejos, presentan una anormalidad cerebral caracteristica: ia
presencia de B-amiloide depositado difusamente en el parénquima, en ei centro de

las placas seniles y alrededor de los vasos sanguineos. El componente principal del
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B-amiloide es un péptido hidrofobico de 4kD llamado AB o beta A4, el cual se
ensambla en fibrillas extracelulares de aproximadamente 8nm (Sisodia y Price, 1992;
Schapira, 1996). El AB presente en las placas neuriticas proviene de una
glicoproteina transmembranal (Schapira, 1996) llamada proteina precursora de
amiloide (APP) de 600-700 aminoacidos, la cual estéd codificada por un gen
localizado en el cromosoma 21 (Sisodia y Price, 1992). El AB estd compuesto por 11-
15 aminoacidos del dominio transmembranal y 28 aminoacidos del dominio
extracelular de la APP. Los ARNm de la APP presentan procesamiento alternativo
produciéndose por lo menos cuatro ARNm que codifican proteinas que contienen AB
(Sisodia y Price, 1992). El rompimiento normal de APP genera un derivado N-
terminal y un derivado C-terminal los cuales no son amiloidogénicos. EIl papel
funcional de la APP o sus derivados se desconoce, pero se han implicado en la
regulacion de la divisién celular, en la modulacién de la adhesion celular, en el
crecimiento celular y la proteccién celular (Hoyer, 1994). El procesamiento anormal
de la APP genera derivados que contienen AB con potencia amiloidogénica; y al
parecer este rompimiento anormal se da por una disminucion en la disposicion de
ATP (se explicara posteriormente).

Hasta el momento, el efecto neurotdxico del AB es un tema muy controvertido. En
cultivos celulares disociados de hipocampo, los fragmentos beta-amiloides (831-40,
B1-28 y B25-35) tienen efectos neurotréficos en las neuronas en el primer dia de
cultivo, prolongando la sobrevivencia neuronal e incrementando la ramificacién
neuritica; sin embargo, cuando se aplican al cuarto dia de cultivo, estos fragmentos
tienen propiedades neurotoxicas (Malouf, 1992). En ofro trabajo en cultivo de
neuronas, se observd que el B-amiloide 1-40 sélo es toxico cuando es incubado
durante seis horas a temperatura ambiente en soluciéon acuosa (Schapira, 1996).

Segun parece, la toxicidad radica en la preincubacién del péptido ya que se forman
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agregados toxicos (Shcapira, 1996). En cultivos organotipicos de rebanadas de
hipocampo, las cuales presentan la fisiologia y anatomia del hipocampo intacto, se ha
observado que el fragmento B1-40 es neurotdxico; sin embargo, en este trabajo, los
controles con alblmina sérica bovina o con el fragmento conteniendo la secuencia
invertida de aminoécidos B40-1 también tuvieron efecto neurotéxico en las
rebanadas, por lo que no se puede concluir sobre la toxicidad del AB (Malouf, 1992).
En experimentos in vivo, la inyeccioén de 15 ug/ul del péptido 81-40 en la corteza
parietal 0 en el hipocampo de ratas aduitas (300-500 g) produce dafno neuronal. Sin
embargo, en este trabajo también se observd que el vehiculo en el que se disolvid el
péptido (35% acetonitrilo/0.1% acido trifluoroacético) y el fragmento con la secuencia
de aminoécidos invertida 340-1 presentaron toxicidad, aunque fue menor (Geula et.
al.,, 1992). McKee y sus colaboradores {(1992), observaron que la inyeccidén en la
corteza cerebral de ratas ¢ monos, tanto del péptido 81-40 como el B25-35 a una
concentracién de 3nmol/ul, produce una lesiéon con necrosis localizada en el sitio de
inyeccién rodeada de una zona de pérdida neuronal y gliosis, ademas de ser
inmunopositivas a Tau y Alz-50, anticuerpos marcadores de proteinas asociadas a
microtibulos normales e hiperfosforiladas. En este trabajo, se disolvieron los
péptidos en agua y se utilizaron como control péptidos truncados con los mismos
aminoacidos que el B1-40 y el péptido B340-1, los cuales también presentaron
toxicidad, aunque la lesion fue menor. En contradiccién con todos los experimentos
anteriores, Sapolsky et. al. (1992), no lograron producir neurotoxicidad al inyectar en
el hipocampo de la rata el péptido 825-35; mas observaron que el 10% de las ratas
presentaba dafo en la hoja dorsal del giro dentado. Esta toxicidad puede estar dada
por una variable desconocida presente en ese grupo de animales. Al parecer el
fragmento 25-35 es 94% mas téxico que el fragmento 1-40 in vitro. Recientemente, se

ha observado que la toxicidad de estos péptidos depende de su autoagregacion. En
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un experimento novedoso, los fragmentos B1-40 y B325-35 se disolvieron en agua
bidestilada y se incubaron a 37°C durante una semana para lograr su
autoagregacion. Estos péptidos incubados por 7 dias fueron inyectados en el nucleo
basalis de la rata y se observd una lesién muy evidente con pérdida neuronal, 1o que
sugiere gue se requiere de la autoagregacion de los péptidos para incrementar su
toxicidad (Giovanelli et. al., 1995).

Como se puede observar, todavia no esta definido si el AB es capaz de ser
neurotdxico por si s6lo 0 si participa aumentando la susceptibilidad neuronal ante otro

tipo de agresiones.

1.3.2.Inhibicién del metabolismo energético en fa EA
La vejez conlleva a cambios inherentes en los principales procesos metabdlicos,

entre los cuales estd el metabolismo de la glucosa. Estudios de tomografia de
emision de positrones (PET) han revelado aiteraciones en el metabolismo de la
glucosa en la EA (Schapira, 1996; Pettegrew et. al., 1994). Un numero considerable
de estudios de PET han mostrado decrementos en la recaptura de 2-deoxiglucosa y
en la velocidad metabdlica cerebral de la giucosa. Estos resultados al parecer no
pueden explicarse por la pérdida del tejido (Pettegrew et. ai.,, 1994). En la etapa
temprana de la EA esporadica se observa una reduccidén en la utilizacién de la
glucosa mientras que el fiujo sanguineo cerebral disminuye en 17% y la velocidad del
metabolismo de! oxigeno en 18% (Hoyer, 1994). Esta disminucién que se observa en
el metabolismo de la glucdlisis puede estar dada por varios factores. Uno de ellos al
parecer es la disminucién de enzimas glucoliticas claves y de la piruvato
deshidrogenasa (Hoyer, 1994). También se ha demostrado una disminucién al 50%
en la densidad de sitios de transporte de glucosa en los microvasos (Hertz, 1988},

ademas de un decremento en la fosforilacion de la glucosa (Pettegrew et. al., 1994).
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La disminucién en el consumo de oxigeno cerebral se presenta en las etapas
tempranas de la enfermedad en la corteza temporal y este defecto se extiende a la
corteza parietal y frontal en los pacientes mas dementes (Pettergrew et. al., 1994).

Como se menciond anteriormente, la neurodegeneracion que se presenta en la EA
esta localizada en las neuronas piramidales grandes como las de las capas
neocorticales |, Il y V, y en la region CA1 del hipocampo. Al provocar hipoglucemia
arterial, se produce un dafio neuronal irreversible principalmente en estas regiones
del cerebro ademéas de tener inmunorreactividad contra la proteina Tau y la
ubiquitina, marcadores asociados a las lesiones presentes en la EA (Hoyer, 1994).
Las placas neuriticas no presentan correlacion con la muerte neuronal de estas areas
especificas. Por lo anterior, se puede asumir que la disminucion en el metabolismo
de la glucosa a las neuronas podria ser una anormalidad clave para la
neurodegeneracion en la EA. El ciclo de Krebs también se encuentra afectado en la

EA. Se ha observado una disminucién en la actividad de la oxoglutarato
deshidrogenasa y de la a-cetoglutarato deshidrogenasa (Shagger y Ohm, 1995).

Ademas de las alteraciones en el metabolismo de la glucosa y en el ciclo de Krebs,
existen muchas evidencias que apoyan la disfuncién mitocondrial de la cadena de
transporte de electrones y de la fosforilacién oxidativa. Como antes se menciono,
esta via consiste principalmente de la cadena respiratoria (complejo I-1V) y la sintasa
de ATP (complejo V). Las cinco proteinas de membrana, localizadas en la membrana
mitocondrial interna, estan compuestas por varias subunidades proteicas cuyos
genes estan distribuidos en el ADN nuciear y en el ADN mitocondrial (Voet/Voet,
1995). Se ha sugerido gque la acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial a lo
largo de la vida del individuo causa una disfuncion mitocondrial pudiendo representar
un factor etiologico importante en enfermedades neurodegenerativas de inicio tardio

(Ingram et. al., 1993). En pacientes con EA se ha reportado una reduccién del 25-30%
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en la actividad de la citocromo oxidasa (complejo 1V) tanto en plaguetas (Schagger y
Ohm, 1995) como en cuatro regiones de la corteza cerebral. Ademas, en
mitocondrias aisladas de cerebros con EA hay una reduccion del 50% en esta enzima
(Beal, 1995). Esta disminucién en la actividad al parecer esta dada por un
decremento en la actividad catalitica y no por la disminucién en la concentracion de la
proteina (Beal, 1995) lo que podria ser una consecuencia de mutaciones en la
proteina; sin embargo la inmunorreactividad de esta proteina en el hipocampo de
personas con EA se encuentra disminuida (Cooper y Schapira, 1997). Se ha
encontrado una reduccion en el ARNm de las subunidades 1 y Ill de la citocromo
oxidasa en el giro medio temporal y en el hipocampo en la EA (Beal, 1995). Ademas,
se identificé una mutacién puntual en el gen mitocondrial ND2 para la subunidad 2
del complejo 1 en 10 de 19 pacientes con EA (Schagger y Ohm, 1995). En
mitocondrias preparadas de cerebro de 9 pacientes se demostré una reduccidn en la
actividad del 40% del complejo |, 35% de! complejo I, 43% dei compiejo Ill y 53%
para el complejo 1V; siendo los decrementos del complejo Il y el complejo |V
estadisticamente significativos (Parker et. al., 1994). También la ATP sintasa presenta
alteraciones en la EA. En hipocampos de pacientes se observa una reduccién en la
concentracion de esta proteina (Schagger y Ohm, 1995).

El procesamiento post-traduccional de la APP inmadura a la APP madura es
dependiente de ATP. Por lo tanto en condiciones en que el ATP esta disminuido, la
maduracion de esta proteina se bloquea lo que lleva a la degradacion anormal de la

misma, produciéndose fragmentos amiloidogénicos (Hoyer, 1994).

1.3.3.Inhiblcién_de la_succinato deshidrogenasa como modelo de muerte

neuronal

El &cido 3-nitropropionico es un inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa
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y del complejo 11 de la cadena del transporte de electrones (Voet/Voet, 1995). Ha sido
utiizado como modelo para simular la enfermedad de Huntington (EH), pues al ser
administrado sistémicamente produce lesiones especificamente en el estriado y en el
hipocampo (Greene y Greenamyre, 1996; Brouillet et. al., 1998; Massieu y Séanchez,
1999) de la rata y del mono con la presencia de sintomas caracteristicos de la EH.
Ademds, las lesiones provocadas por este inhibidor son dependientes de la edad,
siendo mas alta la susceptibilidad a la muerte neuronal en individuos mas viejos
(Beal et. al., 1993). Este inhibidor causa el decremento de los niveles de ATP del
tejido desde las dos horas de ser inyectado intraperitonealmente, manteniéndose de
esta manera por varias horas (Greene et. al., 1998). La utilizacién de este inhibidor
podria ser un buen modelo modelo para el estudic de la relacién de la inhibicion
metabdlica con la toxicidad del péptido B-amiloide y por tanto podria contribuir al

entendimiento de los mecanismos de muerte celular asociados a la EA.
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ILHIPOTESIS

Se propone gue la inhibicion del metabolismo energético es un factor que determina
la susceptibilidad de las neuronas a la muerte inducida por diferentes agentes
téxicos, tales como el glutamato y el péptido B-amiloide, los cuales se ha propuesto
que intervienen en el dafo neuronal asociado a la isquemia cerebral y a la

enfermedad de Alzheimer, respectivamente.
1HI.OBJETIVO

El objetivo general de la presente tesis es observar, en el hipocampo de la rata in
vivo, el papel que juega en la muerte neuronal:

a)la inhibicion de la glucdlisis inducida por el iodoacteto (lA), inhibidor
irreversible de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), en la
susceptibilidad a la muerte neuronal producida por el incremento en la concentracion
extracelular de glutamato al inhibir su recaptura con el transpirrolidin dicarboxilato
(Pt)C), mimetizando una condicion isquémica in vivo y con el péptido B-amiloide;

b)la inhibicién de! ciclo de Krebs inducida por el inhibidor irreversible de la
enzima succinato-deshidrogenasa, 3-NP, en la toxicidad neuronal producida por el
péptido 3-amiloide 25-35 in vivo, mimetizando asi eventos asociados a la enfermedad

de Alzheimer.

Objetivos particulares:
A .Efecto de la inhibicién de la glucélisis en la muerte neuronal, como modelo
bioquimico de isquemia cerebral:

1.-Estudiar si la inhibicién per se de la glucolisis produce dafio neuronal en el
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ILHIPOTESIS

Se propone que la inhibicion del metabolismo energético es un factor que determina
la susceptibilidad de las neuronas a la muerte inducida por diferentes agentes
téxicos, tales como el glutamato y el péptido B-amiloide, los cuales se ha propuesto
que intervienen en el dafo neuronal asociado a la isquemia cerebral y a la

enfermedad de Alzheimer, respectivamente.
HI.OBJETIVO

El objetivo general de la presente tesis es observar, en el hipecampo de la rata in
vivo, el papel que juega en la muerte neuronal:

a)la inhibicion de la glucdlisis inducida por el iodoacteto (lA), inhibidor
irreversible de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), en la
susceptibilidad a la muerte neuronal producida por el incremento en la concentracion
extracelular de glutamato al inhibir su recaptura con el transpirrolidin dicarboxilato
(PbC), mimetizando una condicidn isquémica in vivo y con el péptido f3-amiloide;

b)la inhibicién del ciclo de Krebs inducida por el inhibidor irreversible de la
enzima succinato-deshidrogenasa, 3-NP, en la toxicidad neuronal producida por el
péptido B-amiloide 25-35 in vivo, mimetizando asi eventos asociados a la enfermedad

de Alzheimer.
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A .Efecto de la inhibicidén de la glucdlisis en [a muerte neuronal, como modelo
biogquimico de isquemia cerebral:

1.-Estudiar si la inhibicién per se de la glucélisis produce dafio neuronat en el
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hipocampo de la rata y a qué tiempo se puede observar esta lesion.
2.-Observar si el dafio producido por la inhibicién de la glucdlisis se puede proteger
con el antagonista no competitivo del receptor NMDA, la dizocilpina/(+)-5-metil-10,11-

dihidroxi-5H-dibenzo(a,d)ciclohepten-5,10-imina (MK-801), ¢ con antioxidantes como
el a-tocoferol (vitamina E).

3.-Medir la concentracion extracelular de glutamato por la técnica de microdidlisis,
después de agregar por separado y simultaneamente en el hipocampo inhibidores
del transporte de glutamato y de la glucdlisis, en presencia o ausencia de MK-801.
4.-Producir un modelo de dafio isquémico neuronal al inhibir sistémicamente y
localmente la glucdlisis junto con la inhibicidn local de la recaptura de glutamato en el
hipocampo de la rata.
5.-Observar en el modelo anterior la posible protecciéon del dafio neuronal
administrando el antagonista del receptor NMDA, MK-801; o suplementando el ciclo
de Krebs con piruvato.
6.-Observar el posible dafio neuronal inducido por el péptido B-amiloide 25-35 en el
hipocampo de ratas tratadas crénicamente con IA.

B.Estudiar el efecto de la inhibicién del ciclo de Krebs en la susceptibilidad a la
muerte neuronal inducida por el péptido B-amiloide 25-35 en el hipocampo de la rata

in vivo.
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IV.MATERIALES Y METODOS

IV.1.MATERIALES

Se utilizaron los siguientes compuestos: el acido pirdvico (sal de sodio), e! acido
iodoacético (sal de sodio), la vitamina E, el acido 3-nitropropidnico, el peptido B-
amiloide 25-35, 1a diaminobencidina y la albumina fueron obtenidos de SIGMA; el L-
trans-2,4-pirrolidin dicarboxilato (PDC) fue obtenido de Tocris; el (+)-MK-801 maleato
de hidrégeno fue obtenido de Research Biochemicals |nternational (RBI). El &cido 3-
nitropropiénico y el PDC fueron preparados disolviendo los compuestos en hidroxido
de Na 1M y ajustando el pH a 7-7.5. El IA y el MK-801 fueron disueltos en solucién
salina 0.9%. EI piruvato se disolvié en agua asi como el péptido B-amiloide. La

vitamina E fue disuelta en aceite de cartamo.

IV.2.CIRUGIA

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 200 a 250 gramos en los grupos
experimentales tratados con iodoacetato (IA); y de 300 a 350 gramos en los grupos
tratados con 3-nitropropionico (3-NP). Esto se eligid asi porque los efectos toxicos del
3-NP son dependientes de la edad y las ratas de 300-350 gramos son mas
susceptibles que las de 200-250 gramos (Simpson e Isacson, 1993). Las ratas se
anestesiaron con 4% de halotano en una mezcla de O, 85%/CO, 5%. Ya
anestesiadas se montaron en un estereotaxico con la barra dental en la posicién -3.3
y se bajd la anestesia a 0.5% durante la cirugia. Se corté la piel exponiendo el
craneo, se perford el crdneo y se inyectd en el hipocampo izquierdo. Para las

inyecciones agudas se utilizaron las coordenadas con referencia a bregma de
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acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1982). para la regién CA1: anteroposterior=-
3.6, lateral=+2, vertical=-2.5 desde la dura madre; para la region del giro dentado se
utilizé una coordenada vertical=-2.8 desde la dura madre, con las mismas
coordenadas anteroposterior y lateral; para las microdialisis se utilizaron las mismas
coordenadas excepto la vertical que fue de -4.

En ias inyecciones intrahipocampales se inyectd un volumen de 1ul a un flujo de
0.5ul/min con una jeringa Hamilton, conectada por medio de una tuberia a una aguja
de medida 27 y usando una bomba de microinyeccion (Carnegie modelo CMA/100).
Al terminar de inyectar se esperé dos minutos antes de retirar la aguja. Por ultimo se

suturd la piel.

IV.3.HISTOLOGIA

Al término del tiempo de cada experimento (mencionado posteriormente en cada
protocolo) las ratas se sacrificaron con 2ml de pentobarbital intraperitoneal y se
perfundieron intracardiacamente con 250ml de solucion salina (NaCl 0.9%) seguida
de una solucion de paraformaldehido al 4% en buffer de fostatos 0.1M a pH 7.4.
Después los cerebros son extraidos del animal y mantenidos en paraformaldehido
por 24 horas. Después se cambiaron a sacarosa 10%, 20% y 30% suscecivamente
cada 24 horas. Estos cerebros se cortaron en rebanadas de 40pm en un criostato y
se les hizo una tincién de Nissl. También se obtuvieron rebanadas por flotacion en
PBS para su utilizacién en inmunchistoguimica.

Con los tejidos tefiidos con Nissl (excepto los experimentos de microdidlisis e
inyeccién aguda), se midié el area de lesién con el sistema de andlisis de imagenes
Macintosh NIH Image 1.6 y se realizé un analisis estadistico con la prueba de ANOVA

seguida de una prueba de Fischer.
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IV.4.PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

INHIBICION DE LA GLUCOLISIS CON IODOACETATO

IV.4.1Tratamiento agudo
A)Curso temporal

Se inyectd estereotaxicamente una solucién de |A 50nmol/ul en el hipocampo de la
rata utilizando las coordenadas antes mencionadas, y se sacrificaron los animales a

distintos tiempos: 1, 2, 3, 6 y 24 horas después de la inyeccidn estereotaxica.

B)Proteccion con MK-801 ¢ vitamina E
Media hora antes y media hora después de la inyeccidén intrahipocampal de |A
50nmol/ul, se inyectd intraperitoneaimente 2mg de MK-801, antagonista no

competitivo de! receptor NMDA; 6 60mg/Kg de a-tocoferol (vitamina E), atrapador de

radicales libres,; para investigar el posible efecto protector de estos dos compuestos
sobre la lesién ocasionada por 1A. A las 24 horas del tratamiento, las ratas se

perfundieron.

1V.4.2 Microdialisis

Se utilizaron canulas de microdialisis de 2mm de largo y 0.5mm de diametro, las
cuales se lavaron por 20 minutos a un flujo de 10ul/min con agua destilada antes de
la implantacion. Las ratas se anestesiaron y montaron en un estereotaxico como se
mencioné anteriormente y se implantd la cadnula unilateralmente en el hipocampo
izquierdo segln las coordenadas antes mencionadas. Se perfundié la membrana a
un flujo contindo de 2ul/min con una bomba de microinyeccion durante 45 minutos
con una solucion Ringer-Krebs (118mM NaCl, 4.5mM KCI, 2.5mM MgSO,, 4mM
NaH,PO, 2.5mM CaCl,, 25mM NaHCO, y 10mM glucosa; a pH 7.4) para estabilizar el
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tejido. Después se colectan tres fracciones basales y al inicio de la cuarta fraccion se
cambié a una solucién Ringer-Krebs conteniendo uno de los siguientes compuestos:
PDC 25mM, IA 5mM o PDC 25mM + A 5mM; y se colectaron 7 fracciones mas. La
osmoralidad del medio se corrigidé disminuyendo la concentracion de NaCl. Cada
fraccién colectada fue de 25ul. En el protocolo con MK-801, se colectaron dos
fracciones basales y al inicio de la tercera fraccién basal se inyectd
intraperitonealmente 2mg de MK-801 y se colecté una cuarta fraccion basal. Al
finalizar la onceava y Ultima fraccion, se retir6 la canula de microdidlisis y se sutur6 la
piel del animal, el cual se sacrificé una semana después para observar el sitio de la
implantacion de la canula.

El contenido de aminoacidos (asp, glu, glutamina, glicina, taurina y alanina) de las
fracciones colectadas se analizé por cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
Se agregd 25u! de o-ftaldialdehido a cada fraccidn colectada para derivatizar los
aminoacidos y 3 minutos después se inyectd esta solucion al HPLC, utilizando una
columna ODS (25cm x 4mm) con una fase movil de metanol/acetato de postasio
(0.1M pH 5.5). Los aminoacidos fueron separados con un gradiente lineal de 25 a
75% metanol/acetato a un flujo de 1.5ml/min segun Geddes y Wood (1984). Después
se calculd la concentracion de aminodcidos de cada fraccién a partir de un estandar
de aminoacidos con molaridad conocida y estos datos se analizaron por una prueba

de ANOVA seguida de una prueba de Fischer.

1V.4.3.Tratamiento crénico
Las ratas recibieron durante 4 dias una inyeccién intraperitoneal (i.p.) diaria de
25mg/Kg de 1A. Al cuarto dia, una hora después de la Ultima inyeccion de |A, se

inyectd estereotaxicamente en el hipocampo un inhibidor del acarreador de glu, PDC

(500nmol/ul) o la proteina p-amiloide 25-35 (1ug/ul). Los animales control se
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inyectaron estereoctaxicamente con PDC 500nmol/ul, $-amiloide 1pg/ul ¢ solucion

salina 0.9% y no recibieron tratamiento crénico de IA. 24 horas después de la
inyeccion intrahipocampal de cualquiera de los compuestos mencionados en los
grupos control y experimentales, los animales se anestesiaron con pentobarbital y se
sacrificaron por perfusion intracardiaca.

También se investigd la posible proteccion de la lesién inducida por la administracion
de {A+PDC con diferentes compuestos:

A )Proteccion con MK-801

Se inyectd 1A 25mg/Kg i.p. durante cuatro dias {una inyeccién diaria). Al cuarto dia,
30 minutos después de la inyeccion intraperitoneal de 1A 256mg/Kg, se inyectdé 1mg/Kg
de MK-801 i.p. y 30 minutos después (una hora después del 1A), se inyecté PDC
500nmol/ul en el hipocampo. Se perfundié a los animales 24 horas después y se
obtuvo el cerebro para histologia y cuantificacion del area lesionada.

B)Proteccion con piruvato intraperitoneal

Se realizé el mismo procedimiento de inyeccién cronica de |A antes mencionado. Al
cuarto dia, después de 30 minutos de la Ultima inyeccion de A, se inyect6 piruvato i.p.
500mg/Kg y el animal se anestesié para la inyeccion estereotaxica de PDC
500nmol/ul, 15 minutos después de la administracién de piruvato. Se inyectd una
segunda dosis de piruvato i.p. 500mg/Kg simultanea a la inyeccion intrahipocampal
de PDC 500nmol/ul, una hora después de la Ultima inyeccion de 1A. Después de 24
horas se sacrificé y perfundié a los animales y se utilizd el cerebro para histologia y
cuantificacion del area lesionada.

C )Proteccion con piruvato intravenoso

Las ratas se inyectaron i.p. durante cuatro dias con 1A 25mg/Kg. Inmediatamente
después de la Ultima inyeccién de IA, se anestesiaron para inyectarlas

intravenosamente con piruvato. Primero se montd el animal en el estereotaxico. Una
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vez montado, se limpid la cola con peréxido de hidrogeno y se hizo una incision en la
cola, a un lado de la vena lateral derecha, para descubrirla. A los 15 minutos de la
inyeccion i.p. de tA 25mg/Kg, se inyectd 250u1 de una solucién de piruvato 200mM en
la vena lateral de la cola con una bomba de microinyeccion (Harvard Apparatus Pump
22) a un flujo de 0.09ml/min. Después se cerrd la herida de la cola con vendoletes y
30 minutos después se inyectd intrahipocampalmente PDC 500nmol/ul. 24 horas
después los animales se anestesiaron y sacrificaron por perfusién intracardiaca. Se

extrajo el cerebro para histologia y cuantificacion del area lesionada.

1V.4.4]odoacetato _crénico mas B-amiloide intrahipocampal

Al igual que con el tratamiento de IA+PDC, en este caso se inyectd en el giro dentado
del hipocampo 1ug/u! de! péptido B-amiloide 25-35 al cuarto dia de tratamiento
crénico con IA 25 mg/Kg i.p. (una inyeccién diaria). Las coordenadas que se
utilizaron para inyectar en el giro dentado con referencia a la bregma de acuerdo al
atlas de Paxinos y Watson (1982) fueron las siguientes: AP=-3.6; L=+2,1; V=-2.8.
Después de tres dias de la inyeccion del péptido B25-35, las ratas se perfundieron y
se utilizé el cerebro para tincion de Nissl. Los animales control fueron inyectados
solamente con e! péptido B25-35 en el giro dentado y se perfundieron tres dias

después, para el andlisis histoldgico.

INHIBICION DEL CICLO DE KREBS Y DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA CON 3-
NITROPROPIONICO

IV.4.5.3-Nitropropidnico i.p. mas B-amiloide intrahipocampal

Se utilizaron ratas de 300-350 gramos, quienes recibieron una inyeccion i.p. de 3-NP
a una dosis de 20mg/Kg. Cuatro horas después se les inyectd en el giro dentado

1ug/yl de! péptido B25-35. El péptido B25-35 se incubd a temperatura ambiente
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disuelto en agua una hora antes de la inyeccion intracraneal. Al cuarto dia de la
inyeccion del péeptido B25-35, los animales se sacrificaron y perfundieron y se obtuvo

el cerebro para histologia y cuantificacién del area lesionada.
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V.RESULTADOS

V.1.INHIBICION DE LA GLUCOLISIS, MODELO DE ISQUEMIA CEREBRAL

V.1.1.Administracién agquda

A)Curso temporal de la lesién con iodoacetato 50 nmolas/ul

La inyeccién de iodoacetato a una concentracion de 50nmolas/yl (=50mM} en la
regién CA1 del hipocampo produce dafno celular que se observa desde la primera
hora de la inyeccion. Una hora después de la inyeccidn de iodoacetato (Fig. 1A), las
neuronas piramidales de CA1 se observan encogidas y mas tefidas y las
prolongaciones se hacen més evidentes. En el transcurso de las siguientes horas
(Fig.1), las neuronas presentan mayor tincién a violeta de cresilo, 1o que sefnata que
se encuentran encogidas. A las dos horas después de la inyeccion (Fig.1B), se
observan tanto las prolongaciones como los somas muy teflidos. En la tercera hora
después de la inyeccién, se siguen observando prolongaciones neuriticas
intensamente tenidas y aparecen células picnoticas (Fig.1C). Después de seis horas
(Fig.1D), se observan las células mucho mas encogidas con una morfologia
estrellada y ya no son visibles las prolongaciones neuriticas, lo que probablemente
indica que éstas fueron retraidas. A las 24 horas después de la inyeccién (Fig.1E) la
lesion estd muy bien definida en CA1 y se caracteriza por el adelgazamiento de la
capa CA1 y la disminucién en la densidad celular. Ademdas las células se observan
como puntos intensamente tefidos, 1o que sefiala encogimiento del citoplasma,

observandose so6lo los nucleos intensamente tenidos, siendo éstas denominadas

Fig. 1. Fotomicrografia de secciones de tejido cerebal tefiidos con violeta de cresilo (40um de espesor)
de ratas sacrificadas a diferentes tiempos después de la inyeccion intrahipocampal de iodoacetato
50nmolasiul: A)1 hora {n=3); B)2 horas {(n=3); C)3 horas (n=6); D)6 horas (n=4); E )24 horas (n=6); y
F)hipocampo contralateral de rata mostrada en B, barrade 100pm. Amplificacion 10x.
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células picnéticas. Se utilizé el hipocampo contralateral como control (Fig.1F) y se

puede observar que estos cambios sélo se presentan en el hipocampo inyectado.

B)Efecto protector de la vitamina E o el MK-801
Para estudiar la etiologia de la lesién producida por la inyeccion de SOnmolas/ul
(50mM) de iodoacetato en el hipocampo, se investigd la posible proteccion del dafho

inducido por 1A con el antagonista no competitivo del receptor NMDA, MK-801, o con
el antioxidante a-tocoferol cominmente llamado vitamina E. Ambos compuestos se

inyectaron intraperitonealmente media hora antes y media hora después de la
inyeccién intrahipocampal de iodoacetato (IA). ElI MK-801 se utilizdo a una
concentracién de 2mg/Kg (n=5), mientras que la vitamina E a una dosis de
60mg/Kg(n=5). Los animales se sacrificaron a las 24 horas ya que por los estudios
antes mencionados, a este tiempo la lesién esta completamente desarrollada.

Como se puede observar en la figura 2, ni el MK-801(Fig.2B) ni la vitamina E (Fig.2C)
protegieron contra la lesién producida por el 1A (Fig.2A). De acuerdo a la evaluacion
histoldgica, se observan células picnéticas con los nucleos intensamente tefidos y el
citoplasma encogido en los tres casos. Datos preliminares fueron presentados en la

tesis de Sanchez, 1998.

Fig. 2. Fotomicrografias de secciones de tejido {40um de espesor) tefiido con violeta de cresilo. Efecto
protector del MK-801 6 vitamina E sobre la lesién producida 24 horas después de ia inyeccion de |A
50nmolas/yl en la region CA1: A)Regién CA1 del hipocampo inyectado con |A en una rata que recibi6
dos inyecciones de MK-801 2mg/Kg media hora antes y media hora después de la inyeccion de |A;
B)Regiéon CA1 de hipocampo inyectado con IA en una rata gue recibié dos inyecciones de vitamina E
60mg/Kg media hora antes y media hora después de la inyeccién con |IA; C)Region CA1 del hipocampo
inyectado con |A 50nmolas/pl. Barra= 210pm, amplificacién 4x.
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V.1.2 Microdialisis

Para estudiar si la inhibicién de la glucdlisis puede aumentar la concentracion
extracelular de los aminoacidos excitadores glutamato y aspartato, se administrd en el
hipocampo de la rata |IA 5mM a traves de una canula de microdialisis. Como se
puede observar en la figura 3, tanto la concentracion extracelular de glutamato
(Fig.3A) como la de aspartato (Fig.3B) se elevan significativamente respecto a sus
basales. En este experimento se observd un incremento mucho mayor en la
concentracion extracelular de aspartato (20 veces respecto a su basal) que la de
glutamato (6.6 respecto a su basal). Para conocer si el incremento en la
concentracion de estos aminoacidos esta mediado por la activacion del receptor
NMDA, se probd el efecto del MK-801 sobre el efecto del |A. Cuando se inyecta
intraperitonealmente MK-801 2mg/Kg antes de la administracién de IA 5mM, se
observa un retraso de 10-15 minutos en la elevacion de glutamato, pero no en la de
aspartato; y este retraso no es estadisticamente significativo respecto a la liberacién
inducida por el |A sé6lo. El MK-801 no modificd el efecto del |A sobre los niveles
extracelulares de glutamato y aspartato ya que la diferencia no es estadisticamente
significativa.

Al inhibir el transporte de glutamato con 25mM de PDC, inhibidor especifico de los
transportadores de glutamato, también se observa un incremento significativo en las
concentraciones extracelulares de glutamato y de aspartato respecto a sus basales
(Fig.3). La elevacién en la concentracion extracelular de aspartato no es tan evidente
como en el caso de la inhibicidn glucolitica (10 veces respecto a su basal); mientras
gue la elevacion en la concentracién de glutamato inducida por el PDC es muy similar
a la producida por el 1A (8.3 veces respecto a su basal). Al administrar ambos
compuestos a través de la canula de microdidlisis, se observa un incremento adn

mayor en la concentraciéon de ambos aminoacidos siendo significativo respecto a la
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Microdialisis en el hipocampo de
la rata in vivo
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Fig. 3. Concentracion extracelular de glutamato (A) y aspartato (B) en dialisados, colectados después de la
perfusién de una solucién Ringer-Krebs conteniendo a partir de la 4ta. fraceién: 1A 5mM (n=7), PDC 25mM (n=6)},
1A+PDC (n=6) o IA+MK-801 {n=5) (2mg/Kg i.p. administrado a! inicio de la 3era. traccion). Los datos son la media
+SEM de los animales indicados entre paréntesis. La diferencia significativa estd dada por la prueba de ANOVA,

sequida de una prueba de Fischer, *p<0.05 vs. |A y #p<0.05 vs. PDC.
45



>

TAURINA (M)

GLICINA (M)

ALANINA (M)

Microdialisis en el hipocampo de
la rata in vivo

Tratamiento

46

PDC 25mM
PDC+IA
1A 5mM
1A+MK-801
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(A), glicina (B) y
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sados, colectados
después de la perfu-
sibn de una solucidn
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indicados entre pa-
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significativa est dada
por la prueba de
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Fischer, *p<0.05 vs
1A, #p<0.05 vs.
IA+PDC y +p<0.05 vs.
PDC.



administracién por separado de cada compuesto.

Ademas del incremento en la concentracion de glutamato y aspartato por la inhibicién
de la glucolisis, también se observa un incremento en la concentracion extracelular
de los aminod&cidos taurina (8.19 veces) (Fig.4A), glicina (4 veces } (Fig.4B) y alanina
(4.18 veces) (Fig.4C) respecto a su basales. La administracion intraperitoneal de MK-
801 no modificd el efecto del 1A sobre los niveles extracelulares de estos aminoécidos
salvo en el caso de la alanina sobre el cual tuvo un efecto inhibitorio. El PDC tuvo un
efecto mucho més discreto sobre la concentracion extracelular de estos aminoacidos
(alanina: 2 veces; glicina: 1.2 veces; y taurina:2.2 veces respecto a sus basales).

La administracién de PDC junto con IA produjo una disminucion en el efecto del |A

sobre los niveles extracelutares de estos aminoacidos (Fig. 4).

V.1.3.Administracién crénica con IA

La administracion intraperitoneal de 1A 25mg/Kg durante cuatro dias no produce
lesion per se en el hipocampo (Fig. 5A) ni en otra regidén del cerebro. Sin embargo,
algunos animales presentan rigidez en la parte superior de las extremidades
posteriores, que se observa en el estiramiento de las patas posteriores cuando

camina el animal.

V.1.4 Administracién_aquda de PDC en ratas tratadas crénicamente con
I1A

La inyeccién intrahipocampal de 500nmolas/yl (=500mM) de PDC en ratas tratadas
por cuatro dias con IA 25mg/Kg (n=13) , causa una lesién mucho mayor que la

Fig.5. Fotomicrografias de secciones de tejido (40pm) tefido con violeta de cresilo. Efecto de ia inyec-
¢idn intrahipocampal de PDC (500nmolas/ul) en ratas tratadas crénicamente por cuatro dias con 25mg/Kg
de 1A por 4 dias (la inyeccién de PDC se realizé al cuarto dia, una hora después de la Ultima inyeccion de
IA). A)Hipocampo contralateral de la rata tratada con 1A mas PDC (D). B)Hipocampo inyectado con PDC
(500nmolas/ul) de unarata intacta (n=6). C)Hipocampo inyectado con so!. salina 0.9% de una rata tratada
con 1A (25 mg/Kg por 4 dias) (n=3). D)Hipocampa inyectado con PDC (500 nmolas/i#) de una rata tratada
con IA {25 mg/Kg por 4 dias) {(n=13). Barra=210um. Amplificacion 4x.
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observada por la inyeccién de PDC en ratas intactas (Fig. 5B) o de solucion salina
0.9% en ratas tratadas crénicamente con IA (Fig.5C) en la regién CA1 del hipocampo.
El dano observado por la inyeccion de PDC 500nmolas/yi en ratas intactas ¢ de
solucion salina 0.9% en ratas tratadas con |A se restringue sélo al producido por el
tracto de la aguja (Fig.5B y C). Sin embargo, !a lesion inducida por el PDC en ratas
energéticamente deficientes es mucho mayor que la producida en las ratas intactas
siendo estadisticamente significativa (Fig. 9). El estudio histolégico del area de lesion
muestra la pérdida de las neuronas y células picnéticas en las ratas tratadas con
IA+PDC (Fig. 5D). La administracién cronica de IA por si misma no produjo dano

neuronal en el hipocampo de la rata (Fig. SA).

V.1.5.Proteccién con MK-801

Para estudiar 1a etiologia de la lesién provocada por la inhibicidn sistémica de la
glucdlisis més la inhibicién local del transporte de glutamato, se investigd la posible
participacion del receptor NMDA en la muerte neuronal. De esta manera, se bloqued
la activacion del receptor NMDA con un antagonista para tratar de proteger contra la
muerte neuronal. Para ésto, se inyecté MK-801, antagonista no competitivo del
receptor NMDA, a una dosis de 1mg/Kg media hora antes de la inyeccion
intrahipocampal de PDC 500 nmolas/ul y media hora después de la Ultima inyeccién

de 1A. Como se puede observar en la figura 6, la administracién de MK-801 en ratas

Fig. 6. Fotomicrografias de secciones de tejido (40um de espesor) tefiido con vicleta de cresilo. Efecto
de la proteccion de MK-801 (1 mg/Kg i.p. media hora antes y media hora después de Ia inyeccion con
PDC) de la lesion producida por a inyecccién intrahipocampal de PDC (500 nmolas/yl) en ratas tratadas
crénicamente con 25 mg/Kg de |A durante cuatro dias {la inyeccién intrahipocampal se realizé al cuarto
dia, una hora después de 1a (itima inyeccién i.p. de 1A) . A)Hipocampo de una rata que presenta
proteccion de la lesién producida por IA+PDC al administrarse MK-801. Amplificacion de 4x. B)El mismo
hipocampo anterior a una amplificacién de 10x. C)Hipocampo de una rata parcialmente protegida por MK-
801, que presenta una lesién del 45% de la lesién producida por IA+PDC. Amplificacién de 4x. D)E!
mismo hipocampo anterior a una amplificacién de 10x. E)Hipocampo de una rata tratada con IA+PDC.
F)Hipocampo de una rata intacta inyectado con 500 nmolas/pl de PDC. Ampiificacion de 10x. Barras de:
4x=200um; 10x=100um.

49



s




con tratamiento cronico de |A mas tratamiento agudo de PDC (n=8), muestra una
proteccidon evidente del area de lesién. El area lesionada en estos animales es muy
similar a la producida en animales control (Fig. 6A y B): inyectados con PDC en ratas
intactas (Fig. 6F) o con solucién salina 0.9% en ratas tratadas con |A intraperitoneal.
Sin embargo, en las ratas tratadas con MK-801, la lesién presenta caracteristicas muy
particulares, ya que se observan grupos de células picnéticas intercalados con
grupos de células normales alejados del sitio de inyeccion (datos no mostrados). No
obstante, en dos ratas de un total de siete, se observd sélo una proteccidon parcial
(Fig. 6C y D), la cual corresponde a aproximadamente el 45% del area de iesi6n
producida con IA+PDC (Fig. 6E). Al hacer el promedio del total de los animales,
resultdé que el tratamiento con MK-801 tiene un efecto protector que es
estadisticamente singificativo con respecto a los controles (Fig. 9). En estos tejidos
mas lesionados, la lesidn estad compuesta por células picnodticas y células con una
morfologia diferente a la observada en tejidos normales que da la apariencia tanto de

hinchamiento como de encogimiento.

V.1.6.Protecciéon con piruvato i.p.

La inhibicién de la glucdlisis evita la formacién de su producto final, el piruvato. Este
compuesto es necesario para mantener el ciclo de Krebs en funcionamiento, creando
poder reductor para su utilizacion en la cadena transportadora de electrones y la

fosforilacién oxidativa. Para estudiar si la muerte neuronal producida por la inhibicion

Fig. 7. Fotomicrografias de secciones de tejido (40um de espesor) tefiido con vicleta de cresilo. Efecto
de la proteccion por dos inyecciones intraperitoneales de 500 mg/Kg de piruvato (15 min. antes y en el
momento de la inyeccidn con PDC) de la lesidnproducida por el tratamiento con 1A+PDC (método
mencionado en la fig. 6) . A)Hipocampo de una rata que presenta proteccion de la lesidn producida por
IA+PDC al administrarse piruvato. Amplificacion de 4x. B)El mismo hipocampo anterior a una amplificacion
de 10x. C)Hipocampo de una rata tratada con IA+PDC e inyectada con piruvato, que no presenta
proteccién. Ampilificacién de 4x. D)El mismo hipocampo anterior a una amplificacion de 10x.
E)Hipocampo de una rata tratada con IA+PDC. F)Hipocampo de una rata intacta inyectado con 500
nmolas/yl de PDC. Amplificacion de 10x. Barras de: 4x=200um; 10x=100um.
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de la glucdlisis y del transporte de glutamato se puede evitar por el suministro del
producto final de esta via metabdlica, se inyecté 500mg/Kg de piruvato i.p., 15
minutos antes y 15 minutos después de la inyeccion de PDC en el hipocampo en
ratas tratadas crénicamente con 1A. La administracion de piruvato i.p. protegio de la
lesién producida en el hipocampo por el IA+PDC en cinco ratas de siete (Fig. 7A y B),
y este efecto es estadisticamente significativo (Fig. 9). La lesion observada en las
cinco ratas protegidas es un poco mayor que la lesién que se produce en los
controles, sin alcanzar significancia estadistica (Fig 9). En las ratas que no se
protegieron con piruvato i.p. se observa una lesién del mismo tamano que en las ratas
con |IA+PDC. EI andlisis histoldgico de la region lesionada en estas dos ratas revelo
que no todas las neuronas se encuentran picnéticas, sino que se observa un
adelgazamiento de la capa CA1, con neuronas picndticas y neuronas encogidas

cuyos procesos son muy aparentes (Fig.7C y D).

V.1.7.Proteccién con piruvato |.v.

En vista de la aparente proteccion observada con la inyeccion intraperitoneal de
piruvato, se traté de observar proteccion a través de otra ruta de administracion. Ei
piruvato (50mM) se inyecté intravenosamente (i.v.) 15 minutos antes de la inyeccion
de PDC 500nmolas/ul (=<500mM) en animales crénicamente tratados con |A. En este
tratamiento, se observé una proteccion total de la lesioén inducida por 1A+PDC en

cinco ratas de un total de siete (Fig.8A y B). La lesién observada es del mismo

Fig. 8. Fotomicrografias de secciones de tejido (40um de espesor) tefiido con violeta de cresilo. Efecto
de la proteccién por la inyeccion intravenosa de piruvato (250ui de una sol. 200mM) (15 min. antes de la
inyeccién con PDC) de la lesiénproducida por el tratamiento con I1A+PDC (método mencionado en la fig.
6) . A)Hipocampo de una rata que presenta proteccién de la lesién producida por |A+PDC al administrarse
piruvato. Amplificacién de 4x. B)El mismo hipocampe anterior a una amplificacién de 10x. C)Hipocampo
de una rata tratada con 1A+PDC e inyectada con piruvato, que no presenta proteccién. Amplificacion de
4x. D)EI mismo hipocampo anterior a una amplificacién de 10x. E)Hipocampo de una rata tratada con
IA+PDC. F)Hipocampo de una rata intacta inyectado con 500 nmolas/ul de PDC. Amplificacién de 10x.
Barras de: 4x=200um ; 10x=100um .
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Fig.9. Efecto del tratamiento cronico con 1A 25mg/Kg por 4 dias {una inyeccion diaria) sobre la lesion
inducida por 500 nmol/i) de PDC 6 1yl de solucién salina 0.9% y efectos protectores contra la lesion
producida por 1A+PDC de: MK-801 (1mg/Kg i.p.) y piruvato (500 mg/Kg i.p. y 50mmolas/250i4 i.v.) de
piruvato. Los animales inyectados con |A+sol. salina o con PDC muestran una lesion discreta que se
limita al tracto de ia aguja. En ios animales tratados con |IA+PDC se observa una lesiéon mucho mayor ta
cual se puede proteger con MK-801 i.p. o con piruvato i.p. e i.v. Los datos representan la media de los
valores +SEM para el numero de animales indicados sobre las barras. La diferencia significativa esta
comparada contra sus respectivos controles por el andlisis estadistico de ANOVA seguido de una
prueba de Fischer y esté indicada como *p<0.05 para el PDC y #p<0.05 para el IA+PDC. El nimero
sobre las barras indica el nimero de animales incluidos en €l analisis con respecto al nimero todal de
animales tratados.
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tamano que la de los animales control (Fig. 8F). En las dos ratas que se encuentran
lesionadas, se observa una lesion discontinua en la region CA1, con grupos de
neuronas picnéticas entre grupos de neuronas normales (Fig 8C y D), mas toda la
region en donde se encuentran estos grupos neuronales se encuentra adelgazada
(Fig. 8C).

V.2.INHIBICION DEL METABOLISMO ENERGETICO Y TOXICIDAD DEL
PEPTIDO B-AMILOIDE, MODELO DE EA

V.2.1.Administracién aguda del péptido B-amiloide 25-35 en ratas
tratadas crénicamente con IA

En vista del aumento en la susceptibilidad neuronal a la muerte inducida por
glutamato en el hipocampo al inhibirse la glucélisis con IA, se investigd en este
modelo los efectos neurctéxicos del fragmento B25-35. En este caso se inyecto
localmenteiug/u! del fragmento B825-35 a una concentracion de 1ug/uyl en el giro
dentado y se observé la lesion producida cuatro dias después de esta inyeccion.
Contrario a lo que se esperaba, la inyeccién de B-amiloide 25-35 en ratas con
inhibicién glucolitica crénica no incrementé el dafio inducido por la inyeccion de B-
amiloide 25-35 en el hipocampo (datos no mostrados). E! dafio que se observa esta

restringido al tracto de la aguja.

V.2.2 Administracién aguda del péptido B-amiloide 25-35 en ratas
tratadas con 3-NP

Se investigd el papel de la inhibicién de! ciclo de Krebs en la toxicidad del fragmento

B25-35. Se inyectd intraperitonealmente 3-NP 20mg/Kg a ratas adultas de 300-350 y
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4 horas despueés, se inyectd en el giro dentado 1ug/y! el fragmento B25-35 y se
observéd ia lesidn después de cuatro dias de inyectado el péptido. En todas las ratas
analizadas (n=7), se encontré muy lesionada la hoja dorsal del giro dentado, aunque
en algunos animales también se observa lesion en la hoja ventral (Fig. 10). El area
lesionada es significativamente mayor a la lesion producida por la inyeccion local del
fragmento B25-35 (Fig. 10B; Fig. 11) o a la lesion producida por la inyeccién de
solucion salina 0.9% en ratas tratadas con 3-NP (Fig. 10C; Fig. 11). Sin embargo, dos
ratas de las seis ratas inyectadas con el péptido B25-35 mostraron una lesion de un
area igua! a 0.037 mm?, siendo un poco mas pequefia que la observada en las ratas
tratadas con 3-NP. La lesion producida en los animales tratados con 3-NP mas el
fragmento B25-35 estd compuesta por una disminucion en el nimero celular, ademas
de observarse células picndticas a lo largo de ia misma (Fig. 10D). La inyeccién
intraperitoneal de 20 mg/Kg de 3-NP no produjo por si misma lesién en el hipocampo

de la rata (Fig. 10A).

Con la finalidad de resumir todo lo realizado en la presente tesis y para que sea mas
sencilia su comprensién, se encuentran expresados los resultados en la tabla de

resumen de resultados (Fig. 12).

Fig.10. Fotomicrografias de secciones de tejido (40um) tefido con violeta de cresilo. Efecto de ia
inyeccion intrahipocampal del péptido B-amiloide 25-35 (1pg/ul) en ratas con una inyeccion de 20mg/Kg
i.p. de 3-NP, cuatro horas después del 3-NP. A )Hipocampo contralateral de la rata inyectada con3-NP i.p.
mas (D). B)Hipocampo inyectado con B25-35 (1ug/yl) de una rata intacta (n=6). C)Hipocampo de una
rata inyectado con sol. salina 0.9% cuatro horas después de la inyeccién con 3-NP i.p. (n=3).
D)Hipocampo de una rata inyectado con B25-35 {1ug/pl) inyectada con, cuatro horas después de la
inyeccion con 20 mg/Kg de 3-NP ip. (n=7). Barra=210pym. Ampiificacion 4x.
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Fig.11. Efecto de la inyeccidn i.p. de 20 mg/Kg de 3-NP sobre la lesidn inducida por 1 pg/it del
péptido B-amiloide 25-35 (BA25-35) 6 1u! de solucién salina 0.9% (cuatro horas después de la inyeccion
de 3-NP). Los animales inyectados con 3-NP+sol. salina o con 8A25-35 muestran una lesién discreta
que se limita al tracto de la aguja. En los animales tratados con 3-NP+BA25-35 se observa una lesidn
mucho mayor. Los datos representan la media de los valores +SEM para el numero de animales
indicados sobre las barras. La diferencia significativa esta comparada contra sus respectivos controles
por el analisis estadistico de ANOVA seguido de una prueba de Fischer y esta indicada como *p<0.05
para el BA25-35 y para 3-NP+sol. salina. E! nimero sobre las barras indica el numero de animales
incluidos en el analisis con respecto al numero todal de animales tratados.
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RESUMEN DE RESULTADOS

DANO CONCENTRACION EXTRACELULAR

NEURONAL Glu Asp Gly Tau Aila  PROTECCION
LOCAL
IA 50 nmolas/ul +++
1A + MK-801 i.p. -
‘IA + a-tocoferol i.p. -
IA 25 mM (microdialisis) +4+4+ ++ +++ O+ ++ +
PDC 500nmolas/pl -
PDC 5mM (microdislisis) - +4++ ++ - - -
IA + PDC (microdislisis) +4+++ R - - - :
IA+MK-801 (microdislisis) ++++ ++ +++ o+ ++ -
RAZ25-35 1ug-pl + (28%)
SISTEMICO
IA 25 mg/Kg (4 dosis) -
|IA + sol. salina local - ,
IA + PDC local +++
A + PDC local + MK-801 i.p. - +++
EIA + PDC local + piruvato i.p. 4 (71%)
IA + PDC local + piruvato i.v. + ++ {71%)
tA + BAZ25-35 local - ’
3-NP 20 mg/Kg (1 dosis) - |
3-NP + sol. salina local - 1
3-NP + BA25-35 local +++ |

expresado por un -.

..
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Fig. 12. Resumen de resultados. En la tabla se muestra todos los experimentos realizados en la
presente tesis. El méximo esta representado por cuatro +. Si el resultado fue negativo, esta
Los experimentos que no se realizaron se encuentran en blanco. La
expresion local, representa los experimentos en los que se realizé la inyeccién aguda en el
hipocampo; mientras que la expresion sistémico, se refiere a los experimentos en los que se
inyect6 intraperitonealmente el compuesto.



VI.DISCUSION

En la presente tesis, se investigd si la inhibicién del metabolismo energético
incrementa la susceptibilidad de las neuronas a la muerte inducida por la exposicion
a glutamato o al péptido B-amilocide 25-35, factores que se han relacionado con la
muerte isquémica y con la enfermedad de Alzheimer, respectivamente.  De esta
manera, se utilizaron diversas estrategias experimentales, a través de las cuales se
pudo comprobar que un déficit metabdlico in vivo compromete a las neuronas a los
efectos toxicos del glutamato o del péptido B-amiloide 25-35. Para ésto, se estudio el
pape! de la gluctlisis en la toxicidad de! glutamato y dei péptido B-amiloide y el papel
de la respiracién mitocondrial en la toxicidad del péptido B-amiloide.

En el caso de la inhibicién de la glucdlisis in vivo, se observd que ésta juega un
papel determinante en la susceptibilidad de las neuronas de la region CA1 del
hipocampo a la toxicidad del glutamato, volviéndose toxico a concentraciones que per
se no son toxicas. La toxicidad del glutamato en estas condiciones, se puede
proteger con MK-801, antagonista del receptor NMDA, o con piruvato administrado
tanto intraperitoneal como intravenosamente; lo cual indica que posiblemente el
mecanismo involucrado en el dafio neuronal es la excitotoxicidad secundaria. Sin
embargo, la inhibicién de la glucélisis no tiene ningtin efecto sobre la vulnerabilidad
de las neuronas a la toxicidad del péptido B-amiloide.

En el caso de la inhibicién del ciclo de Krebs y de la respiracién mitocondrial in vivo,
los resultados indican que las neuronas del giro dentado del hipocampo, se vuelven
mas susceptibles a la muerte inducida por la exposicién del péptido 3-amiloide 25-

35, en estas condiciones.
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VI.1.INHIBICION DE LA GLUCOLISIS

A)TOXICIDAD DEL GLUTAMATO

Vi.1.1.Tratamiento agqudo

La inyeccién aguda de |A en el hipocampo produce una lesidn visible desde la
primera hora después de la inyeccion, observandose las células picnodticas a las 24
horas de la misma. Esta lesion no se puede proteger con MK-801 6 con vitamina E.
Matthews y colaboradores (1997), encontraron que la administracién de IA en el
estriado de la rata in vivo, produce una lesién muy grande, la cual puede ser
parcialmente protegida por decorticacion previa, es decir por deaferentacion
glutamatérgica corticoestratial. En el presente trabajo no se decorticé previamente,
pero tratamos de proteger inyectando intraperitonealmente el MK-801 para estudiar la
participacion del receptor NMDA en la muerte neuronal producida por el IA. Como se
puede observar en los resultados, no se protegié de la lesion con el MK-801, lo que
llevaria a pensar que no se trata de una muerte excitotoxica ya que este compuesto a
dosis similares, protege contra lesiones excitotoxicas (Massieu et. al., 1993).

Por otro lado, Uto et al. (1995) observaron que el dafio producido por ia
administracién de |IA en cultivos neuronales de hipocampo, no se protege con el MK-
801 mas si con el antioxidante vitamina E. A su vez, en el mismo trabajo de Matthews
et al. (1997) antes mencionado, observaron la generacion de radicales libres como
los iones hidroxilo y peroxinitrito en el estriado inyectado con 50nM de |A. Al parecer,
el |A ademés de inhibir a la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, inactiva
enzimas que contienen grupos tioles. Estos grupos tioles tienen la caracteristica de
atrapar radicales libres, sugiriéndose que el efecto del 1A sobre las neuronas es el
aumento de radicales libres y por esto se puede proteger con atrapadores de

radicales libres como la vitamina E. También se ha reportado que la vitamina E

62



protege contra el dafo excitotéxico en cultivos neuronales del cerebelo (Ciani et. al.,
1996). Sin embargo, en el presente trabajo, la lesién producida con |A inyectado en el
hipocampo tampoco se pudo proteger con vitamina E a la dosis utilizada.

Aparentemente, la inyeccién de S0nmolas de A en el hipocampo es sumamente
toxica y puede ser esta la razon por la cual no se pudo proteger ni con MK-801 ni con
vitamina E. Posiblemente utilizando una concentracién menor de IA, se habria podido
discernir el mecanismo del dafio. Sin embargo, para poder investigar los efectos del

IA en el hipocampo se decidié utilizar otras estrategias experimentales.

VI.1.2.Microdialisis

Para estudiar si la inhibicién de la gluctlisis causa el incremento de aminoécidos en
el espacio extracelular, se investigd el efecto del 1A administrado a través de canulas
de microdialisis en el hipocampo.

Como se puede observar en los resultados, el IA provoca el incremento de glutamato
extracelular, casi de la misma manera que lo hace el PDC, inhibidor del
cotransportador de Na‘/giutamato (6.7 veces y 8.3 veces mas respecto a la
concentracién basal, respectivamente). Cuando se administran simultaneamente el
PDC vy el IA, se observa una mayor salida que la inducida por cada compuesto por
separado, siendo éste un efecto sumatorio. Esto posiblemente indica que el
incremento en la concentracion extracelular de glutamato puede ocurrir por el mismo
mecanismo, esto es, por la inhibicion de la recaptura o cambio de direccion del
cotransportador de Na‘/glutamato. Se ha reportado en varios articulos que el |A
causa una disminucién en la concentraciéon de ATP (Madl y Burgesser, 1993; 13,
Nakamura et al., 1995). Como se mencioné en la introduccién, la bomba Na'/K'-
ATPasa, responsable de mantener el potencial de membrana en reposo, depende

del ATP para su funcionamiento. Al inhibirse la glucdlisis con IA, la disminucién de
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ATP causa que la bomba Na'/K'-ATPasa funcione deficientemente, disminuyendo el
gradiente de Na*/K". Esto provoca que el cotransportador de Na*/glutamato, el cual
depende del gradiente de Na* para su funcionamiento, deje de funcionar o cambie la
direccion de su funcionamiento, liberando glutamato al espacio extracelular. Se ha
demostrado que la inhibicién de la glucdlisis por 1A en el nervio dptico de la rata,
causa la inhibicién completa de la bomba Na'/K'-ATPasa, ya que al agregar
ouabaina, inhibidor especifico de esta bomba, no se observa mayor despolarizacion
(Leppanen y Stys, 1997). También se ha observado que al agregar |A a astrocitos de
rata, se inhibe en un 90% la recaptura de giutamato (Ninomiya et. al., 1994). Madl y
Burgesser (1993), utilizando rebanadas de hipocampo de la rata, demostraron que la
liberacién de AAE causada por €l |A se debe al mecanismo antes explicado, ya que al
agregar simultaneamente |A y ouabaina, no se ve potenciacion de la liberacion.
Ademas, se ha demostrado en el axdn de rata, que la despolarizacion con aito
potasio extracelular, lo que altera el gradiente de este i6n, causa la liberacion de
glutamato, sugiriendo que e! buen funcionamiento del cotransportador requiere del
mantenimiento del gradiente de Na/K* (Nakamura et al., 1995) En el presente trabajo
no cuantificamos la concentracién de ATP ni agregamos inhibidores de la bomba
Na'/K -ATPasa, sin embargo los resultados apoyan la hipétesis de que el incremento
en la concentracién extracelular de glutamato se debe al cambio en la direccion del
funcionamiento del cotransportador de Na'/glutamato, ya que al agregar el inhibidor
especifico del transportador junto con IA, no se observd ningun efecto de
potenciacion. Al parecer, lo que puede estar sucediendo es que con el |A, no se
logran inhibir todos los transportadores presentes en la zona de microdialisis o los
que son sensibles a PDC, y por esta razén, al coadministrar este inhibidor, se abarca
un numero mayor de transportadores, 1o que causa una mayor salida de glutamato.

Por 1o anterior, el incremento en la concentracidon extracelular de este aminoéacido
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durante un evento isquémico puede ser debido al compromiso metabdlico en el que
se encuentran las céluias, provocando que el cotransportador de Na*/glutamato tenga
un funcionamiento deficiente o cambie su direccién, sacando giutamato al espacio
extracelular en lugar de capturarlo. También existe 1a posibilidad de que el glutamato
salga por un proceso de hinchamiento celular y sea utilizado como osmolito.

En los resultados también se observa que el 1A tiene un efecto mucho mas evidente
en la salida de aspartato (20 veces mas respecto a la concentracién basal) que con el
PDC (10 veces mas respecto a la concentracion basal). El cotransportador puede
transportar tanto glutamato como aspartato; sin embargo, en condiciones normales, el
glutamato se encuentra méas disponible que el aspartato (e! contenido endogeno de
estos aminoacidos es de 6 glutamato por cada aspartato), por lo que se observa una
mayor concentracion extracelular de glutamato que de aspartato en condiciones
basales (proporcion de 2.5:1 respectivamente). Existen varios trabajos que
demuestran que la inhibicidn de la glucélisis con |A tiene como consecuencia la
liberacién de glutamato y especialmente de aspartato (Sandberg et. al., 1986; Madl y
Burgesser, 1993; Ninomiya et. al., 1994 ; Nakamura et al., 1995). En estos trabajos se
observa que la inhibicion del metabolismo energético se acompafa con un
incremento en el catabolismo de glutamato y de un incremento en la concentracion
intracelular de aspartato, lo que representa posiblemente la conversién de glutamato
a aspartato. Ademas, en estudios de microdialisis utilizando modeios de isquemia
global en el cerebro del conejo (Baker et al., 1991) o de isquemia focal en el cerebro
de la rata (Matsumoto et al., 1993), se ha demostrado e! incremento en la
concentraciéon extracelular de giutamato y en mayor medida, de aspartato. En el
presente trabajo, al inhibir solamente el cotransportador de Na*/glutamato, se observa
una salida menor de aspartato que de glutamato (proporcion de 1:2.6

respectivamente), indicando que este Gltimo se encuentra mas disponible. Sin
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embargo, en condiciones de déficit metabdlico, se libera mucho méas aspartato que
glutamato, en una proporcién de 2.1:1, respectivamente. Lo anterior puede indicar
que el glutamato estad siendo utilizado como sustrato metabdélico y por lo tanto no se
encuentra disponible, mientras que el aspartato si lo esta, por lo tanto, el
cotransportador extruye al aspartato.

Por otra parte, en cultivos de astrocitos y de algunos tipos neuronales, el glutamato
puede ser utilizado como fuente principal metabdlica (Hertz et al., 1988). Si la
glucdlisis es inhibida con IA, los niveles de citrato pueden disminuir por la deficiencia
de acetil-CoA proveniente del piruvato, mientras que la concentracion de

oxaloacetato se puede incrementar. Estos cambios metabolicos pueden provocar la
disminucion de a-cetoglutarato, provocando la inhibicion de la produccién de ATP del
ciclo de Krebs. En esta condicion, se puede acelerar la conversion de oxaloacetato a
a-cetoglutarato por la enzima aspartato aminotransferasa. Esta reaccion consume

glutamato, el cual existe en grandes concentraciones en la célula y produce
aspartato. En el presente trabajo no se midid la concentracion restante de los
aminoacidos en el tejido después del tratamiento con 1A, sin embargo, si se
encontrara en el tejido una disminucion mayor de glutamato que de aspartato, seria
indicativo de que el glutamato efectivamente se estd usando como sustrato
metabdlico, mientras que el aspartato queda disponible para extruirse por el
transportador. Esta podria ser la explicacion por la que se ve un incremento muy
importante en la liberacién de aspartato extracelular por el 1A. En un futuro seria
pertinente realizar esta cuantificacién para poder concluir si realmente ésto es lo que
estd sucediendo.

Otra hipétesis que explica la salida de glutamato y aspartato se refiere a la activacion
del receptor a NMDA como causante de esta liberacién. Zeevalk y Nicklas (1990)

demostraron en la retina de pollo que al inhibir con IA mas cianuro de sodio, ocurre
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una liberacion de glutamato y aspartato; y si a ésto se le agrega MK-801
simultaneamente, la liberacién de glutamato tiene un retraso de 10 minutos y una
disminucion del 30%. Estos resultados sefalan que la activacion del receptor a
NMDA esta implicada en la liberacién de giutamato en un 30%. En los resultados
obtenidos en este trabajo, al agregar MK-801 junto con IA, se observé un retraso de
10 minutos en la elevacidén del glutamato y una inhibicién en la salida del 27%,
siendo muy similar a lo obtenido por Zeevalk y Nicklas, lo que sefiala que el receptor
a NMDA esta implicado en una fraccién de Ia liberacion.

A su vez, la concentracién de glicina incrementa 4 veces respecto a su basal con el
tratamiento de IA. Esto concuerda con estudios de microdiélisis en un modelo de
isquemia global en el cerebro del conejo, donde se ha observado que la
concentracidén extracelular de la glicina incrementa 4 veces y se mantiene después
del periodo isquémico (Baker et al., 1991). Este incremento también se ha
encontrado en modelos de isquemia focal en el cerebro de la rata, especificamente
en el hipocampo {(Matsumoto et al., 1993).

Como se menciond en la introduccion, la glicina es un coagonista del receptor a
NMDA. Los resultados presentes y estudios en modelos de isquemia, demuestran
que la concentracion de este aminoacido se eleva, en esas condiciones El
incremento en la concentracion extracelular de glicina conllevaria a la facilitacion de
la activacion del receptor NMDA, y a su vez contribuiria a la muerte excitotdxica. Ya
que este incremento se mantiene después dei periodo isquémico, podria ser el
responsable de la muerte excitotéxica retrasada. Ademas, se ha observado que al
bloguear el sitioc de unién de la glicina al receptor se protege contra el dafio
isquémico (Palet et al., 1989). Por lo tanto, ésta podria ser otra estrategia para
proteger contra el dafio isquémico.

En nuestro estudio de microdialisis también se observd que hay una salida
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considerable de taurina al administrar 1A (8.2 veces respecto a su basal) siendo
mucho menor la inducida con PDC (2.2 veces respecto a su basal).

La salida de taurina y glicina puede deberse a varios factores: por hinchamiento
celular, y su utilizacion como osmolitos; por despolarizacién; o por el cambio de
direccién en el funcionamiento de sus transportadores.

Es muy probable que la salida de estos aminoacidos por el tratamiento con 1A no se
dé por despolarizacién, ya que el PDC (el cual causa el incremento de [glutamato],,
activando éste sus receptores y a su vez causando una despoiarizacién) provoca un
incremento muy pequefio en la concentracién extracelular de los mismos, que no es
significativo (la glicina se incrementa en 1.2 veces respecto a su basal; mientras que
la taurina se incrementa 2.2 veces respecto a su basai). Otra evidencia que apoya lo
anterior son los resultados obtenidos en el tratamiento con 1A mas MK-801 (que evita
la despolarizacion provocada por la activacion del receptor NMDA), que no mostraron
disminucidn en la salida de estos aminoéacidos.

Lo anterior indica que la salida de taurina y de glicina por 1A se puede estar dando
por hinchamiento celular y/o por el cambio de direccion en el funcionamiento de sus
cotransportadores quienes también dependen del gradiente de Na*; mas no por
despolarizacion. Saransaari y Oja (1998) encontraron que la liberacidén de taurina
producida en un modelo bioquimico de isquemia (en el que se perfunde en
rebanadas de hipocampo de ratén, un medio libre de glucosa y se burbujea N, en
lugar de O, ), es un proceso dependiente de sodio . En el estudio de Saransaari,
también se observé que la taurina puede ser liberada a través de un canal de cloro
ya que antagonistas del mismo disminuyen ligeramente su salida. Por lo anterior, es
probable que la liberacion de la taurina y también de la glicina observada en el
presente trabajo, sea por los transportadores, aunque no se puede excluir la

posibilidad de la salida por hinchamiento celular a través de algiin canal anionico.
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Esto utlimo se tendria que investigar utilizando bloqueadores de canales aniénicos,
para discernir si en el presente modelo también intervienen.

El incremento en la salida de la alanina inducida por 1A, es mas pequeiio que el de
los deméas aminoacidos (3 veces respecto a su basal). Sin embargo, esta salida se
inhibe con el MK-801, lo que produjo solamente un aumento de 1.6 veces respecto a
su basal. Estos resultados hacen suponer que de alguna manera el receptor a NMDA
esta involucrado en la salida de este aminoacido. Zeevalk y Nicklas (1990) en la
retina de pollo, también observaron la salida de alanina en presencia de |A
dependiente de la activacion del receptor a NMDA. En el estudio anterior, la salida de
alanina se da después de que la lesidn histoiégica en el tejido es evidente, y esta
lesion estd mediada por la activacion del receptor NMDA.

Como se puede observar, el |A provoca la salida especialmente de glutamato y
aspartato, pero también de glicina, taurina y alanina (4.2 veces; 8.2 veces; y 3 veces
sobre la basal, respectivamente). Cuando se perfunden 1A y PDC simultaneamente,
se ve una disminucion en la salida de estos tres Gltimos aminoacidos (3.5 veces,; 2.2
veces; y 2.7 veces respectivamente). Una posible explicacion de esta salida puede
ser la siguiente. Durante el tratamiento con IA, las células se pueden estar hinchando
lo gque causaria el movimiento de iones y osmolitos para evitar el hinchamiento. Los
amino&cidos pueden estar actuando como osmolitos, dandose una salida masiva de
todos. Sin embargo, cuando se agrega ademas de! |A, el PDC, se da un incremento
mucho mayor en la salida de glutamato y aspartato. Esta salida podria estar
acompanada por la salida de moléculas de agua acompafando al Na’, ya que el
PDC es un inhibidor sustrato, ésto es, entra y bloquea el transportador causando el
movimiento de iones, evitdndose asi el hinchamiento. Esto provocaria que ya no se
requiera el movimiento de otros osmolitos como la glicina, la taurina y la alanina; y tal

vez por esta es la razédn por la cual se observa una disminucién en su liberacién.
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Alternativamente, la salida de todos los aminoacidos inducida por el |A puede
deberse al deterioro de las membranas celulares causada por los efectos téxicos del
IA. Para estudiar esta posibilidad es necesaric examinar el tejido perfundido
sacrificando a las ratas inmediatamente después del experimento de didlisis. En el
presente estudio los animales se sacrificaron una semana después del experimento y
el analisis histoldgico reveld una lesion muy evidente en la regién perfundida del

hipocampo.

Vl1.1.3.Tratamiento crénico

Ya que la inyeccion aguda de 1A en el hipocampo demostré ser muy tdxica, se decidié
montar un modelo en el que la giucdlisis estuviera cronicamente inhibida y en esta
condicion, incrementar los niveles de glutamato extracelular a una concentraciéon que
por si sOla no fuera toxica. Esto se realizé para tener las dos condiciones observadas
durante un evento isquémico: inhibicion de! metabolismo energético e incremento de
los AAE. Como se puede observar en los resultados, la inhibicién crénica de la
glucdlisis por 25 mg/Kg de |A inyectado intraperitonealmente durante cuatro dias, no
causé lesién por si misma. Esto concuerda con lo reportado por Matthews et al.,
quienes cbservaron que la inyeccioén intraperitoneal de 20mg/Kg de A por 5 dias, no
produce lesion. En el presente trabajo, también se observd que la inyeccién en el
hipocampo de la rata de 500 nmolas/yl de PDC, inhibidor del transportador de
glutamato, produce una lesidn que sdlo se suscribe al tracto de la aguja. Sin
embargo, cuando se presentan las dos condiciones simultaneamente, la inhibicidn
de la glucdlisis y la inhibicion del transportador de glutamato, se observa una
potenciacién de la lesién. Estos resultados sefialan que las neuronas con un déficit
metabdlico, se vuelven vuinerables a una concentracidon de glutamato que per se no

es neurotdxica, en condiciones energéticas normales. Lo anterior se puede explicar
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de la siguiente manera. Es predecible que con la administracion cronica de 1A, los
niveles de ATP desciendan. En estas condiciones, las células pueden mantener su
homeostasis en el umbral, obteniendo la energia por vias alternas (e.g. cetogénesis y
utilizacion de aminoacidos para suplementar el ciclo de Krebs). Al administrarse
PDC, las células se ven expuestas a un incremento en la concentracién de
glutamato, lo que provoca la activacion de receptores a glutamato, causando la
despolarizacion de la membrana. En condiciones normales, el potencial de
membrana se recupera rapidamente por la actividad de la bomba de Na'/K*-ATPasa,;
sin embargo, cuando las células se encuentran energéticamente deficientes, el
potencial de membrana no se recupera ya que esta bomba requiere de ATP. Como
consecuencia, se puede dar la activacién continua de los receptores a glutamato,
especialimente del receptor a NMDA. Este receptor depende del potencial de
membrana para su inactivacion y se encuentra bloqueado por un ién Mg* cuando la
membrana celular esta en reposo. Por lo tanto, al estar continuamente despolarizada
la membrana por la inhibicion glucolitica, e! receptor NMDA puede estar
continuamente abierto, 10 que a su vez genera la entrada masiva de iones de Ca™.
La mitocondria es el organelo encargado de la homeostasis intracelular del Ca*,
capturandolo cuando se eleva su concentracién intracelular. Sin embargo, si el
potencial de la membrana mitocondrial se colapsa, la capacidad de amortiguamiento
de los iones de Ca* disminuye. EIl incremento en la concentracion intraceiular de
calcio provoca la activacion de una cédscada de enzimas que participan en el proceso
de muerte celular, como las proteasas, fosfolipasas y nucleasas, observandose
finalmente la muerte de las neuronas.

El mecanismo antes descrito, difiere aungue no se contrapone al propuesto por
Zeevalk y Nicklas (1991), quienes no encontraron un incremento en la concentracion

extracelular de glutamato en presencia de |A, pero si muerte neuronal. Sin embargo,

71



en el presente trabajo, la administracién sistémica de 1A por si séia no produjo muerte
neurcnal. Una posible explicacidn de esta diferencia es que ellos trabajaron en un
tejido in vitro, mientras que en este trabajo se utilizé el animal completo. Ademas,
como no se midié la concentracion de ATP en los animales tratados con |A, no se
sabe qué tanto disminuye la concentracién de este fosfato de alta energia, aunque
podria suponerse que este tratamiento disminuye parcialmente la concentracion de
ATP en el cerebro. Sin embargo, nuestros resultados apoyan la hipotesis de una
muerte excitotoxica secundaria, ya que la elevacién de glutamato en animales
energeticamente normales, no produce lesion. No obstante, este modelo presenta
una diferencia con la muerte excitotdxica secundaria descrita por estos autores, ya
que sefala que se requiere de un pequefo incremento en la concentracién
extracelular de glutamato para que se observe muerte celular después de la

inhibicién de la glucdlisis.

Vi.1.4 Neuroproteccién
En la literatura se encuentra reportado que la lesidon producida in vitro por el |A en

diferentes modelos se puede bloguear con antagonistas del receptor a NMDA y/o
suministrando acidos monocarboxilicos como el lactato o el piruvato durante la
inhibicién glucolitica. Sin embargo, ésto ha sido sujeto a gran debate ya que no en
todos los modelos se protege de la lesién con estos compuestos.

Para poder identificar si la muerte observada en el presente trabajo depende de la
activacién del receptor a NMDA, se inhibid su activacién con el antagonista no
competitivo, MK-801. Como se muestra en los resultados, en este modelo el MK-801
si protege de la lesién producida por la administracién conjunta de 1A+PDC. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Zeevalk y Nicklas (1990), quienes

también lograron proteger de la lesién producida por 1mM de IA en la retina de pollo,
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al agregar MK-801; y contradicen lo obtenido por Uto et. al. (1995), quienes no
pudieron proteger con este antagonista en cultivos neuronales. La diferencia en los
resultados obtenidos por Uto y sus colaboradores es que utilizaron cultivos de
neuronas, mientras que en el trabajo de Zeevalk y Nicklas, y en el presente trabajo, se
utilizd preparaciones mucho mas complejas como la retina de pollo o el animal
completo, respectivamente. Por lo anterior, la muerte neuronal observada en el
presente trabajo aparentemente estd mediada por un mecanismo dependiente de la
activacion de los receptores a NMDA, ya que el MK-801 protegid eficientemente la
lesidon producida en nuestras condiciones experimentales.

Por otro lado, el piruvato también ha sido utilizado como agente protector de la lesion
producida por e! IA. Se ha observado que el piruvato puede ser utilizado como fuente
de carbono por las neuronas durante la privacion de glucosa (Williams et. al., 1996).
Al parecer, el piruvato puede ser capturado por las neuronas a través de un
transportador de acidos monocarboxilicos presente en la membrana celular (Williams
et. al.,, 1996). Mientras que Zeevalk y Nicklas (1990) no lograron proteger de la lesion
producida por la aplicacion de |IA 1mM en la retina de pollo con piruvato, otros autores
si han observado proteccién y mantenimiento de funciones celulares, al administrar
piruvato en modelos de inhibicion glucolitica por IA (Izumi et al., 1994, Fliesler et al.,
1997); ademas de que se ha demostrado en cultivos neurcnales de hipocampo que el
piruvato protege de la muerte neurcnal retrasada después de fa exposicion a
glutamato, al incrementar la capacidad de amortiguamiento mitocondrial del Ca*
(Ruiz, et. al., 1998). En el presente trabajo, se trat6 de proteger con la administracion
de piruvato por diferentes rutas. La primer ruta utilizada fue la inyeccion
intraperitoneal de piruvato, la cual protegio de la iesién en cinco ratas de siete. Las
desventajas de esta ruta de administracion es que se tiene que administrar una

concentracion mucho mas elevada para asegurar el suministro de este compuesto al
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cerebro. Por lo anterior, se investigd una segunda ruta de administracion, la
inyeccion intravenosa. En esta ruta, se utilizé una concentracion menor pero mas
prolongada de piruvato y se inyecté en la vena lateral de la cola de la rata. Como se
puede observar en los resultados, cinco ratas de siete fueron totaimente protegidas
de la lesién producida por IA+PDC por la administracion intravenosa de piruvato.
Existe la posibilidad que las ratas lesionadas que recibieron este tratamiento, no
estuvieron bien inyectadas, debido a problemas experimentales, siendo ésta
posiblemente la razén por la que no se protegieron. Otra posibilidad es la

susceptibilidad individual de los animales.

B)TOXICIDAD DEL PEPTIDO B-AMILOIDE 25-35

El 28% (2 de 7) de los animales inyectados con el péptido B-amiloide en el giro
dentado del hipocampo a una concentracion de 1ug/ut presentd lesion. Sapoisky y
colaboradores (1992), observaron que la inyeccién del péptido B-amiloide en el giro
dentado del hipocampo de la rata produce una lesion en el 10% de los animales
inyectados; sin embargo en este trabajo se utilizaron dosis mas pequefias (5-
1000pg/ul). En el presente trabajo el porcentaje de animales lesionados fue mayor,
pero se inyectd el péptido mas concentrado (1ug/ul).  La baja toxicidad del fragmento
25-35 de la AB nos llevdé a explorar condiciones que pudieran exacerbar esta

toxicidad y que pudieran darse en la EA.

Vi.1.5.Tratamiento crénico

Contrario a lo que se esperaba, la inhibicion crénica de la glucélisis por A, no
incrementa la toxicidad del péptido B-amiloide 25-35 en el hipocampo de la rata in
vivo. Aungue se ha reportado en pacientes con EA la disminucién en la utilizacion de

glucosa en el cerebro (Schapira, 1996; Pettegrew et al., 1994), estos resuitados
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indican que en el modelo utilizado en este trabajo, !a inhibicidn de la glucélisis no

tiene una contribucion importante en efecto téxico del péptido B-amiloide.

VI.2.INHIBICION DEL CICLO DE KREBS

En la enfermedad de Alzheimer también se han observado defectos en el ciclo de
Krebs (Greene y Greenamyre, 1996), ademas de existir muchos estudios que
demuestran la toxicidad del 3-NP, inhibidor de la succinato deshidrogenasa (3-NP)
(Greene y Greenamyre, 1996). Por otra parte, se ha demostrado que la toxicidad de
este inhibidor es dependiente de la edad, siendo méas téxico mientras mayor edad
tiene el animal (Beal et al., 1993). En el presente trabajo, se observé gue la inhibicidn
del ciclo de Krebs y de la respiracion mitocondrial por el 3-NP incrementa la
vulnerabilidad neuronal a la muerte por el péptido 3-amiloide 25-35. En la literatura
existe una gran cantidad de datos que demuestran como en los adultos de edad
avanzada hay un incremento en la formacion de radicales libres. Este incremento
puede provocar mutaciones en el ADN nuclear y especialmente en el ADN
mitocondrial. Los genes de la mitocondria codifican enzimas del ciclo de Krebs, de la
cadena transportadora de electrones y de la fosforilacidn oxidativa; y al mutarse estos
genes se puede desencadenar un déficit metabélico. Como se mencioné en la
introduccion, se ha observado un gran nimero de mutaciones en el ADN mitocondrial
de cerebros de pacientes con EA (Greene y Greenamyre, 1996, entre ofros). Por lo
anterior, los resultados aqui presentados demuestran que la inhibicion del ciclo de
Krebs y de la respiracion oxidativa provoca que el péptido B-amiloide 25-35 sea
toxico en todos fos animales a una concentracion que por si séla lo es sélo en el 28%
de los casos, sugiriendo la participacién de la inhibicién del metabolismo energético

como posible condicionante de la muerte neuronal observada en la EA. La proteina
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AB y su péptido activo 25-35 puede desestabilizar la homeostasis del Ca2+. Durante
el compromiso energético, la entrada de Ca2+ se incrementa al disminuir la energia y
bajar la capacidad para mantener los gradientes idnicos. En estas condiciones la
potenciacién de la toxicidad del B25-35 puede ser explicada. Por otro lado, parte de
los efectos tdxicos in vitro de la AB se deben a la generaciéon de radicales libres y
éste también podria ser el mecanismo del incremento en la muerte neuronal en el
hipocampo.

En este trabajo se puede observar que la inhibicion de la glucélisis por |IA no tuvo
ningun efecto en la toxicidad al péptido B25-35, mientras que !a inhibicién del cicio de
Krebs y la cadena respiratoria por 3-NP incrementé la toxicidad de este péptido. Este
incremento en la susceptibilidad neuronal provocada por el 3-NP se puede explicar
por lo siguiente. El 3-NP administrado intraperitoneaimente durante cuatro dias,
lesiona algunas regiones del cerebro como el estriado y el hipocampo (25% de los
animales) (Massieu y Sanchez, 1999); sin embargo, el presente trabajo y otros
estudios (Matthiews et. al.,, 1997) no han reportado que el |IA administrado
intraperitonealmente sea capaz de lesionar alguna region del cerebro. Ademas, la
administracion intrahipocampal de PDC produce una lesién mucho mayor en los
animales tratados sistémicamente con 3-NP que con |A (Massieu y Sanchez, 1999; y
el presente trabajo). Esto indica que el 3-NP incrementa mas la vulnerabilidad
neuronal a la muerte que el |A. Es probable que el 3-NP disminuya mas los niveles
de ATP que el |A; y por lo tanto las neuronas sean mas susceptibles; sin embargo, en
el presente trabajo no se midid la concentracion de ATP en ambas condiciones de
inhibicion del metabolismo energético. No obstante, estudios preliminares de
inmunohistoquimica con los cerebros de los animales utilizados en estos
experimentos han demostrado que los cerebros de animales tratados con 3-NP son

inmunopositivos para la proteina Heat-shock, mientras gue los cerebros de animales
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tratados con 1A no expresan esta proteina. Esto podria ser indicativo de que el 3-NP
compromete mas a las neuronas y las mantiene en un estado anormal que el |A, por

lo que al administrarse el péptido B-amiloide, se observa muerte neurcnal.
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VII.CONCLUSIONES

La inhibicidn cronica de la glucdlisis incrementa la vulnerabilidad a la muerte
neuronal por el incremento en la concentracion extracelular de glutamato al inhibir su
recaptura. Los resultados sugieren que la muerte observada en estas condiciones, es
un mecanismo excitotdéxico, mediado por la activacion del receptor a NMDA, ya que
se puede proteger por el antagonista no competitivo, el MK-801. Este tipo de lesiones
también puede ser protegida al suplementar el ciclo de Krebs directamente con
piruvato, el producto final de la glucdlisis, lo que sefiala que una posibie disminucion
en la concentracion de ATP es determinante para los efectos toxicos del glutamato in
vivo. Esta proteccion con piruvato sugiere que ésta puede ser otra estrategia para el

tratamiento de la isquemia cerebral.

La inhibicién de la glucdlisis no afecta la susceptibilidad neuronal a la muerte por la
exposicion al péptido B-amiloide 25-35; sin embargo, la inhibicidn del ciclo de Krebs

incrementa la vulnerabilidad neuronal a la muerte por la exposicion a este péptido.

Como se puede observar, un déficit en el metabolismo energético, debido a la
inhibicion de la glucdlisis o a la inhibicién del ciclo de Krebs, incrementa la
vulnerabilidad a la muerte neuronal por el incremento del glutamato y del péptido B-

amiloide, respectivamente.
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