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RESUMEN

La alteracion en el metabolismo energético mitocdndriai y la acumulacién
de glutamato extracelular son algunas de las condiciones que prevalecen
durante la isquemia cerebral. El origen de la acumulacién extracelular del
glutamato durante la isquemia se desconoce; sin embargo, se propone que una
alteracion o un cambio en la direccién del transporte de glutamato puede
producir el incremento en su concentracion. El glutamato a altas concentraciones
induce la degeneracion y muerte de las células nerviosas por un mecanismo
‘excitotéxico; sin embargo, en los (ltimos afios algunas evidencias
experimentales han demostrado que el incremento en la concentracion de
glutamato extracelular no es suficiente para producir dafio celular en modelos in
vivo. Esto sugiere que la falla energética, como la que prevalece durante la
isquemia, es un factor determinante para inducir la neurodegeneracién. En la
presente tesis se desarrollé un modelo in vitro con condiciones que mimetizan
dos eventos que se generan durante la isquemia: la falla energética de origen
mitocondrial y la acumulacién de glutamato extracelutar. Usando cultivos
primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC), se demostré que la
administracién de |-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilate (PDC), un inhibidor del
transportador de glutamato, no produjo dafio celular ‘a pesar de que -la
concentracion extracelular de este aminoacido incrementd notablemente
confirmando las observaciones in vivo; sin embargo, las células se vuelvieron
susceptibles a! PDC cuando sus niveles energéticos disminuyeron por la
exposicion a toxinas mitocondriales tales como el 4cido 3-nitropropitnico (3-NP)
o la azida de sodio (AS). El dafio celular fue analizado por observaciones al
microscopio, por medio de la técnica de la reduccién del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2 5-difeniltetrazolium (MTT) y por los indicadores flurescentes calcelna-AM y el
homodimero de etidio, marcadores de células vivas y muertas, respectivamente.
En este trabajo se demostré que el dafio es especifico para las neuronas, ya que
los cultives pures de células gliales no se alteran en presencia de 3-NP+PDC.
En todos los casos las observaciones morfoldgicas correlacionaron con los



ensayos de viabilidad celular. También se estudit el efecto de algunos agentes
que pudieran prevenir la neurodegeneracion inducida por el 3-NP+PDC en las
neuronas granulares, para conocer de manera indirecta cuales- son los
mecanismos celulares implicados en la muerte neuronal en el modelo in vitro. Se
observd que la administracion de sustratos energéticos como el acetoacetato y
el piruvato, asi como inhibidores de las espacies reactivas de oxigeno, fales
como la vitamina E y el fenil-fert-butil-nitrona {(PBN), protegieron parciaimente a
las células, mientras que los bloqueadores de canales de calcio dependientes de
voltaje no mostraron ningtin efecto neuraprotector. Sclamente el antagonista del
receptor NMDA, el MKBO01 o la exposicién durante 24hrs a piruvato, previene
completamente el dafio neuronal, esto Ultimo sugiere que e! mantenimiento del
metabolisme energético mitocondrial es primordial para evitar el posible dafo
neuronal producido por e! glutamato. Los resultados obtenidos en la presente
tesis sugieren que la disminucién de ATP, la produccion de radicales libres y un
incremento en la acumulacion del Ca®* intracelular a través del receptor NMDA,
contribuyen a la muerle neuronél. La contribucion precisa de cada uno de esto
eventos asi como su secuencia temporal alin no se conoce.



LISTA DE ABREVIATURAS

SNC sistema nervioso central
Glu acido glutamico o glutamate
GABA 4cido y-amino butirico
NMDA N-nqatll-o-aspartato
AMPA w-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropionato
KA acido kainico o kainato
PDC L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato
DHY . dihidrokainato
THA threo-hidroxiaspartato
3-NP 4cldo 3-nitropropiénico
AS azida de sodio
ATP trifosfato de adenosina
PBN fanil-tert-butilnitrona
NBQX 2.3-dihidroxy-6-nItro-T-aulfamnﬂbenzo(F)quir;oxalina
CNQX . G;ciano-T-nih'oquinoxalina-z,s-dlona
MK801 . (+)-5metil-10,11-dihidro5H-difenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imina
GLAST . trangportador de glutamato/aspartato
GLT-1 transportador de glutamato-1
EAACH acarreador de aminoicidos excitadores-1
EAAT 1-5 transportador de aminoacidos excitadores-1a 5
DIV dias In Vitro
NGC ‘neuronas granulares de cerebelo
HPLC cromatografia liquida de aita presién
MTT 3-{4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difentltetrazolium
C-AM calceina AM
HE homodimero de etidio

CcCcDy canales de calcio dependientes de voltaje



L INTRODUCCION

Desde finales de los afios setentas se demostré que el acido glutamico ©
glutamato (Glu), es un aminoacido muy abundante en el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos, ademas de ser un neurotransmisor excitador. La
funcion del Glu no se redhce é Ia. excitacion de las células nen)iosas, también se
encuentra involucrado en el metabolismo energético, la biosintesis de! GABA, un
neurotransmisor inhiBidor, en la detoxificacion del amonio, asi como en procesos
tan complejos asociados al desar_rollo y maduracion del cerebro y a mecanismos
de apreﬁdizaje y memoria (Fonnum, 1984; Kvamme, 1998). Sin embargo, bajo
ciertas condiciones, el Glu puede tener propiedades neurotéxicas y participar en
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas o alteraciones neurolégicas
como la epilepsia y la isquemia cerebral (Obrenovitch y Urenjak, 1997).

Las primeras evidencias que demostraron el potencial neurotéxico del Glu
fueron reportadas por Lucas y Newhouse (1957), quienes observaron que una
adh'linistracién subcutanea de Glu en ratones inmaduros produce una rapida
degeneracion de las neuronas de la capa interna de la retina. Esta evidencia fue
confirmada posteriormente en ratas, conejos, cerdos de guinea, hamsters, pollos
y monos rhesus tanto por la administra_cibn ‘subcutdnea como por la
administracién oral de Glu (Olney, 1979). Posteriormenté, en una serie de
estudios independientes, se demostré que la administracion de analogos del Glu
como e! 4cido kainico (KA), el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido cisteln-s-
sulfénico y el acido homocisteico también podian producir degeneracién de las

células nerviosas y otras manifestaciones como: incremento en la frecuencia de



potenciales de acéién en la médula de gato, incremento de convulsiones en
ratas, gatos y monos; vémitos en perros y el sindrome del restaurante chino en
humanos adultos (Olney, 1979). La correlacién entre los efectos neurotoxicos del
Glu y sus anélogos y su capacidad de despolarizar a las neuronas fue
demostrada por Olney (1969; 1971), quien acufi6 el término excitotoxicidad para
referirse al dafio celular producido por la actividad prolongada de los receptores
glutamatérgicos. La excitotoxicidad producida por Glu ha sido vinculada a la
pérdida neuronal asociada a enfermedades neurodegenerativas como fa corea
de Huntington, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson y a
algunos dest6rdenes neuroldgicos como la epilepsia, la hipoglucemia y la
isquemia cerebral. Los mecanismos celulares involucrados en la excitotoxicidad
fueron sugeridos durante los aﬁos. ochentas, en trabajos donde se propone que
una entrada masiva de calcio (Ca®"), a través de los receptores glutamatérgicos,
puede estar involucrada en la muerte neuronal probablemente debido a la
activa;:ién de enzimas dependientes de Ca”" tales como: proteasas, fosfolipasas
y endonocleasas, asl como en la generacién de radicales libres (Choi, 1988).
Recientemente se ha propuesto que una alteracién en el metabolismo energético
0 una falla mitocondrial como la involucrada en la isquemia cerebral pueden
jugar un papel determinante en la muerte celular inducida por Glu (Murphy et al,

1899; Lipton, 1999; Nicholls y Budd, 2000).



1. Sinapsis glutamatérgica

La comunicacién Vde las células nerviosas se realiza por medio de
estructuras anatérﬁicas especializadas Ilamédas sinapsis. La estimulacién de las
neuronas es originada a través de sinapsis glutamatérgicas, entre otras. De
manera general, 1a funcidn de una sinapsis; gldtan;natérgica consiste basicamente
en la despolarizacién de las terminales sinapticas y la liberacion vesicular de
glutamato de la terminal presingptica al espacio sinéptido {Nicholls, 1998).
Cuando es liberado el Glu tiene que recorrer una distancia de 0.5-1 pm, evento
que se realiza por difusion. Subsecuentemente, dos moléculas de Glu son
reconocidas por receptores especificos en la membrana postsinaptica (Clements
et al, 1992), los cuales, al activarse, producen un cambio en la permeabilidad
ibnica de la membrana y por lo tanto la excitacién de la neurona (Trussell, 1998).
Cada vesicula liberada tiéne aproximadamente 2-5 mil moléculas de Glu, por lo
que se ha estimado que {a concentracién de Glu liberado va de los 60-210 mM
(Clements, 1996). Ya que e!' Glu a concentraciones mayores de 10 pM resulta
téxico a las células nerviosas (ver Transportadores de glutamato; pag. 13), este
neurotransmisor es eliminado rapidamente del espacio sindptico a través de
sistemas de captura de alta afinidad dependientes de sodio (Na?*) que pueden
estar localizados tanto en neuronas como en células gliéles; en un tiempo
aproximado de 50-200 ps, finalizando asi la actividad de la sinapsis excitadora

(Clements et al, 1992; Diamond y Jahr, 1997).



1.1. Metabolismo del dcido glutamico

El Glu es un aminacido no escencial y dificimente puede atravesar la
barrera hematoencefalica, su sintesis se realiza a partir de la glucosa y de otros
precursores mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos por reacciones de
transaminacion o bien a partir de la glutamina. Las enzimas involucradas en la
sintesis y el metabolismo del Glu estin localizadas tanto en la células
neuronales como en las células gliales. El Glu liberado puede ser eliminado del
espacio sinaptico por sistemas de captura en las células gliales y convertido en
glutamina por la enzima glutamina sintetasa, una enzima localizada
prgferentemente en células gliales, para posteriormente ser transportada a las
neuronas donde se sintetiza Glu, aspartatato y GABA, por procesos de
transaminacion. En las células neuronales la conversién de glutamina a Glu
involucra {a accidn enzimatica de la glutaminasa que es parte de la maquinaria

enzimatica mitocondrial (Kvamme, 1998; Hertz et al, 1999).

1.2 Receptores a glutamato

Los receptores a Glu median la mayor parte de la transmisién excitadora
en el SNC de mamiferos. Los receptores a Glu se pueden dividilr en dos tipos:
los receptores ionotrépicos y los receptores metabotropicos. Los receptores
ionotropicos contienen un canal ibnico especifico para cationes y con base en la
especificidad del agonista han sido subdivididos en: los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) y los denominados receptores no-NMDA que incluyen el

receptor al a-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxasolpropionato (AMPA) y el receptor



a kainaio (KA). Por otro lado los receptores metabotrépicos estan acoplados a
proteinas G y modulan la produccién de menasajeros intracelulares por la
a;:ﬁvacién de la fosfolipasa C o la adenilato ciclasa (Pin y Bockaert, 1995).

Los receptores AMPA median la transmisién sinaptica excitadora rapida
en el sistema nervioso y estan formados por cuatro subunidades (GIuR1-GluR4) *
" alrededor de un poro acuoso. Los receptores AMPA estan distribuidos
ubicuamente en el sistema nervioso. Las regiones del cerebro que tienen alta
afinidad por el AMPA incluyen el hipocampo vy la corteza cerebral y en menor
cantidad el diencéfalo, el cerebro medio y el posterior. En particular, la afinidad
del cerebelo por el AMPA es muy baja. Los receptores a AMPA han sido
considerados permeables Gnicamente a Na** e impermeables a Caz‘. Sin
embargo, algunos estudios sugieren que los, receptores a AMPA pueden tener
una sustancial permeabilidad al Ca®, cuando estdn conformados por las
subunidades GIuR1 y GIuR3. La permeabilidad al Ca®* de los rewptoés AMPA
pudiera estar involucrada en la muerte celular observada en la isquemia cerebral
(Sheardown et al, 1990; Pellegrini-Giampietro et al, 19975. Los receptores a
AMPA tienen al menos tres sitios de unién separados en que los agonistas y
antagonistas pueden actuar: el sitio de unién al Glu que es el sitio de los
antagonistas competitivos tales como: el 2, 3-dihidroxy-6-nitro-7-sulfamoil-
bezo(F)quinoxalina (NBQX); el 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) y e!
6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX) entre otros; el sitio de desensibilizacién
donde acthﬁ sustancias como la ciclotiazida o aniracetam y el sitio de unién

intra-canal idnico donde actian toxinas de arafias y avispas tales como la JSTX
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(toxina de la arafia Joro Nephila clavata), la argiotoxina y la filantoxina que son
conocidos bloqueadores de la transmision sinaptica glutamatérgica. Algunas
pirrolidinonas como el aniracetam y el piracetam o compuestos relacionados con
las benzotiadizinas potencian la desensibilizacion de los receptores AMPA.

Los receptores a KA estan fomados por cincq subunidades (GIuRS_,
GIuR6, GIuR7, KA1 y'KAZ), son poco concocidos debido a que este agonista
también estimula los receptores AMPA, Sin embargo, el disefio de hemramientas
farmacoldgicas con aita senéibilidad a los receptores a KA como Ila
concanavalina A (Ozawa et al, 1998), han permitido conocer mejor las
respuestas mediadas por este receptor. Las subunidades GluR5 y GIuR6 forman
un canal iénico funcional y los receptores a KA con esta combinacién tienen
preferencia por los agonistas domoato>KA>>Glu, mientras que las subunidades
GluR7, KA1y KA2 no forman canales funcionales y los receptores formados por
homémeros de estas subunidades o combinaciones de estas estas subunidades
tiene preferencia por el KA>domoato>Glu (Ozawa et al, 1998). Los receptores a
KA sel encuentran ampliamente distribuidos en todo el cerebro pero al parecer
tienen una mayor prdporcién en la regién CA3 del hipocampo y en la ‘cépa
granular del cerebelo. En contraste con los receptores AMPA, los receptores a
KA tienen una baja permeabilidad a! Ca®* y una respuesta de desensibilizacion
menor {Ozawa et al, 1998). El KA tiene una potente accién convulsiva in vivo
(Ben-Ari, 1985) y puede causar lesiones en poblaciones neuronales del

hipocampo y de fas neuronas reticulo-taldmicas (Nadler, 1978).



Los receptores NMDA estan formados por las subunidades NR1 y NR2
(A-D). La combinacién de !a subunidad NR1 con uno o mas miembros de la
familia de la subunidad NR2 forman receptores-canales funcionales con
diferentes propi'edades farmacoldgicas y biofisicas (Yamatura y Shimgji, 1999).
Los receptores NMDA son bloqueados fisioldgicamente por magnesio (Mg?*) de -
una manera dependiente de voltaje, tienen una alta permeabilidad al Ca® y
utilizan a la glicina como un coagonista para que el receptor entre en su estado
abierto. El receptor NMDA se encuentré ampliamente distribuido en e[ cerebron
su expresién es dependiente de la edad, la regién cerebral y el tipo celular. Las
drogas que actiian con el receptor NMDA se dividen de acuerdo a su sitio de
accion en cuatro tipos: 1) el sitio de reconocimiento a GIU/NMDA,; 2) el sitiﬁ de
union a glicina insensible a estricnina 3} el sitio de unién al canal ionotropico y 4)
sitios moduladores tales como: el sitio modulador redox, el sitio de zinc (Zn®") y
el sitio de poliaminas (Ozawa et al, 1998). La diversidad farmacolégica del
receptor NMDA es determinada por la composicién de sus subunidades, el
receptor NMDA puede ser antagonizado por el antagonista competitivo D-2-
amino-5-fosfonovalerato (5-APV) o inhibidores de canales iénicos como la
fenciclidina (PCP), el (+)-6metil-10,11-dihidro5H-difenzo[a,d]ciclohepten-5,10-
imina (MK-801) y la ketamina entre otros. La fuﬁcién anormal de los receptores
NMDA puede estar involucrada en la patogénesis de la esquizofrenia y el dolor y
conducir a la muerte celular observada en las enfermedades neurodegenerativas

o des6rdenes neurolégicos como la isquemia cerebral (Yamakura y Shimaji, '

1999).
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1.3 Transportédores de glutamato

La concentracion intracelular de Glu en el cerebro es de
aproximadamente 10 mM mientras que su concentracion extracelular es
extremadamente baja, cerca de 2-3 pM y es mantenida por sistemas de captura
de alta afinidad localizados tanto en la neuronas como en las celulas gliales.
Aunque las neuronas y la glia exhiben una alta capacidad para capturar este
aminodcido al parecer la astroglia es un sitio primario para la eliminacién de Glu
{captura y biotransformacién) en areas del cerebro con gran actividad
glutamatérgica debido a que en estas regiones la captura de Glu en astrocitos es
superior a la de las propias neuronas glutamatérgicas y otros tipos éelulares
(Hertz et al, 1999). Se han clonado cinco transportadores para Glu el GLAST o
EAAT1, el GLT-1 0 EAAT2, el EAAC1 0 EAAT3, el EAAT4 y el EAATS (Storck et
al; 1992; Pines et al, 1992; Kanai et ai, 1992; Fairman et al, 1995; Arriza et al,
1997). Estos transportadores requieren de Na®" extracelular y dependen de K*
interno, tienen igual capacidad para transportar Glu y D.L-aspar'tato en intervalos
micromolares. Algunos modelos de transporte de Glu sugieren una translocacion
simultinea de 3 moléculas de Na®, 1 protén y 1 molécula de Glu cargado
negativamente seguido por un contra-transporte de una molécula de K* y un OH
al exterior. Un modelo alternativo propone ei cotransporte de 2 moléculas de
Na®, 1 de Glu y la salida de una molécula de K* y un OH (0o HCOjy'). De acuerdo
a cada modello existe un movimier{to entrante de una carga neta positiva
(Takahashi et al, 1997). El colapso de! gradiente electroquimico que

normalmente es sostenido por la ATPasa Na*/K" puede conducir a la inhibicién o



al cambio de direccién en el funcionamiento del transportador de Glu
promoviendo la salida de Glu al espacio extracelular en vez de su entrada {ver
isquemia y transportador de Glu). El transporte &e Glu muestra diferentes
cinéticas dependiendo de la regién del cerebro y la preparacion celular donde se
ha estudiado (Gegetashvili and Schousboe, 1998). Una serie de compuestos con
estructuras andlogas al Glu como el L-trans-pirrolidin-2 4-dicarboxilato (PDC), el
L-2-[carboxyciclopropillglicina y el acido 1-{;lminocicIobutanediocarboxilico, han
mostrado que inhiben la captura de Glu de una manera competitiva y son
utilizados como herramientas farmacolégicas para discriminar entre diversos'
tipos de transportadores’ de Glu con base en sus cinéticas. Por ejemplo, el PDC
es un inhibidor mas efectivo para el transportador GLT1 (i 8uM) que para el
transportador GLAST (i 79uM) o para el transportador EACC1 (& 61uM),
mientras que e! dihidrokainato (DHK) y el kainato inhiben el transportador GLT1
con ki 23uM y 53 pM, respectivamente. Por ofro lado el EAAC1 y el GLAST son
8 y 11 veces mas sensibles a L-serina-O-suifato (L-SOS) (Gegelashvili and
Schousboe, 1998).

La distribucion y localizacion regional y celular de los transportadores de
Glu en el cerebro ha sido estudiada a través de ensayos inmunohistoquimicos,
inmunocitoquimicos y de hibridacion in situ. El tfansportador de Glu GLT1 ha
sido detectado a lo fargo de todo el sistema nervioso central. Tiene una amplia
distribucion en‘ el hipocampo y en la corteza cerebral,- a nivel celular es
expresado notablemente en astrocitos excepto en las células de Miller y otras

células gliales de la retina. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que el



GLT1 puede expresarse en cultivos de neuronas de hipocampo (Mennerick et al,
1998, Books-kayal et al, 1998), y también puede estar presente en las neuronas
durante el desarrollo {Robinson, 1999). Al igual que el GLT1 el transportador
GLAST tiene una alta expresiéon en los astrocitos de todo el cerebro. Sin
embargo, durante ciertas etapas del desarrolle el GLAST puede expresarse en
célufas neuronales (Plachez et al, 2000). EI GLAST y el GLT1 _pueden
colocalizarse en los mismos astrocitos pero en diferente proporcion en diversas
regiones del cerebro. De manera particular el GLAST se expresa altamente en la
glia de Bergmann del cerebelo (Danbolt.et al, 1998). El transportador EAAC1
tienen altos niveles de expresion en e! hipocampo y la corteza y bajos niveles de
- expresion en el cerebro medio, el estriado y el cerebelo; Ia localizacidn celular de
este transportador se ha restringido a las neuronas (Rothstein et al, 1994). Sin,
embargo, algunos estudios sugieren que EAAC1 puede expresarse en células
gliales (Kugler y Schmitt, 1999). Se considera al EAAC1 como un transportador
postsinéptico observado en las dendritas y en los somas celulares por lo que se
piensa tiene un papel importante en la eliminacién de amino‘écidos excitadores
después de haber sido liberados en la sinapsis. E| cerebelo tiene una amplia
distribucion del EAAT4, aunque también pueden expresarse esporadicamente en
ofras regiones del cerebro t;Iurante el desarrollo (Furuta et al, 1997a,1897b). Su
expresion esta enfiquecida en las espinas dendriticas de cerebelo e hipocampo
y en las dendritas distales de las células de Purkinje del cerebelo (Danbolt et al,
1998). El transportador EAATS esta localizado "selectivamente en la retina y

tienen una alta expresion en las células de Miller. Los transportadores EAAT4 y



EAATS parecen estar écoplados a conductancias de cloro (CI). La fisiologia y

-

funcién de estos transportadores ain no se conoce mucho.

2. Excitotoxicidad

Como se menciond anteriormente, ‘el término excitotoxicidad se reﬁere: ‘a
la capacidad del Glu y sus anélogos para producir dafio celular por la actividad
prolongada de sus receptores. El dano por excitotoxicida;! tiene caracteristicas
citopatoldgicas bien definidas. Por ejemplo, después de’ 30 rhin de la-inyeccion
sistémica de Glu en roedores jovenes las neuronas del nlcleo arcuato del
hipotdlamo muestran un evidente hinchamiento dé las 'dgyndritas y los somas
celulares, el cual es seguido de la degeneracién de los organeios intracelulares ¥
picnosis nuclear. Después de varias horas las células se necrosan y son
fagocitadas. El dafio es predominantemente postsinaptico, ya que las terminales
nerviosas y los axones no se aféctan (revisado en Massieu, 1999). Los ppsibles
mecanismos celulares involucrados en la excitotoxiciciad han sido estudiadés l;n
neuronas cultivadas y en rebanadas de tejido nervioso. En cultivos neuronales
se han descrito dos fases principales de dafio celular producido por la exposicién
a Glu. Durante la primera, denominada fase aguda, hay un hinchamiento
marcado del soma y las dendritas, el cual depende del Na®* y CI extemos.'Est(;
ocurre después de aigunos mim;t‘os de exposicion al Glu, es reversible y puede
ser producido por agentes despolarizantes tales como la co.ncentracién elevada
de potasio y la veratridina. Este fendmeno se debe posiblémente a la entrada del

Na?®* seguida del flujo pasivo del CI' y agua. La mayoria de las células recuperan



su volﬁmen original despﬁés de algunas horas (Choi, 1987; Hasbani et al, 1998,
Sakaguchi et al, 1999). La segunda fase se caracteriza por la désintggracién
retardada de las neuronas; ocutre algunas horas depués de la exposicion inicial
del Glu y depende del Ca** externo.

Normalmente la concentracién de Ca® extracelular {[Ca®)) es de
aproximadamente 1-2 mM, mientras que la concentracion Ca®" intracelular
([Ca®"]) es de éproximadamente 0.1 uM. Estos gradientes de concentracion son
mantenidos por transportadores de Ca®* fuera de las células y por ATPasas

.celulares. Ademds, la [Ca?'] es regulada por organelos celulares como Ia
mitacondria y el reticulo endoplasmatico y por proteinas intracelulares como la
parvalbumina, la calretinina y la calbindina; entre otras (Pozzan et al. 1994). Las
funciones fisiologicas intracelulares dependientes del Ca” son activad:-:ls cuando

la [Ca®'}; incrementa aproximadamente a 1 pM. Si la [Ca®"];

sigue aumentando
hasta llegar a concentraciones mayores de 10 uM la homeostasis de Ca**
intracelutar es alterada pudiendo causaf un déﬁo o incluso la muerte a las
celulas (Alberts et al. 1994). Se ha reportado que una anoxia quimica o la
exposicion a alt6 K*, Glu, NMDA y kainato en cultivos celulares incrementa la
[Ca?"] hasta valores superiores a los 300 nM durante los primeros minutos de
exposicidon (Milani et al, 1991; Kiedrowski y Costa,.1995; Savidge y Bristow,
1897; Hyrc et al, 1997; Koschmieder et al, 1998). En las NGC se ha réportado
que pueden acumular [Ca®']; de hasta 20 mM sin que esta concentraciéh sea

aparentemente toxica a la célula (Eimarl y Schramm, 1994). Sin embargo,

trabajos realizados en cultivos de células corticales y de estriado sugieren que el



dafio celular no se debe a la cantidad de Ca* que se acumula en la célula, sino
a las vias de entradas de Ca®, en particular la via que involucra al receptor tipo
NMDA (Hyrc et al, 1997; Peng et al, 1998; Sattler et al, 1998).

La correlacién cuantitativa entre la degeneracién producida por Glu y la
cantidad de Ca® acumulada intracelularmente ha permitido postular que.fa
participacion de la entrada de Ca®* a la ceélula en el proceso excitotoxico se
puede producir a través de diversas vias como son: los receptores
glutamat;érgiéos (en particular los feoeptores tipo NMDA), los canales de calcio
dependientes de voltaje y el intercambiador Na'/Ca®". El incremento de la [Ca®"}
es un factor importante para la muerte celular por excitotoxicidad; sin embargo,
los pasos subsiguientes al incremento en. la {Caz"i].no estan bien dilucidados. Se
piensa que la entrada de estos iones podria: 1) activar proteasas. las cuales
contribuirian al dafio celuiar al degradar proteinas estructurales; 2} activar
fosfolipasas contribuyendo al romp.imiento de la membrana celular; 3)
incrementar la produccion de radicales libres y por lo tanto producir dafio por
estrés oxidativo y 4} activar endonucleasas generando alteraciones en el ADN
(Fig. 1). Como mencionamos, una sobreactivacién de este receptor durante la
isquemia, €l trauma cerebral o las crisis epilébticas puede activar una cascada

de eventos celulares que culminen en la muerte celular (Choi, 1988).
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Figura 1. Posibles vlas involucradas en la en la muerte neuronal producida por excitotoxicidad. La activacién de los
receptores glutamatérgicos lonotrdpicos produce una entrada excesiva de calcio. Ef aumento de la concentracién de
calcio intracelutar activa una serie de enzimas que contribuyen al geterioro de las neuronas. La pérdica de la integridad
de tas membranas neurenzles da lugar a la fuga de glutamato, lo cual contribuye a la activacion prolongada de los
receplores glutamatérgicos de las células vecinas, A su vez, la entrada de calcio también estimufa la liberacidn de

glutamato por exocitosis, estableciéndose ast un sistema de retroalimentacion que prolonga la sobreexcitacién neuronal
.{Tomado de Massieu, 1999},



2.1 Muerte celular por isquemia

La isquemia c;erebral se ubica como una de las principales causas de
" muerte en el mundo y de incapacitacion en adultos jévenes (Dietrich, 1998), por
lo gque es importante conocer los eventos celulares generados durante la
isquemia, asi corﬁo las estrategias que permitan proteger contra el dafio
ISQUEMICO ¥ Sus §ecuelas.

La isquemia cerebral ocurre cuandb existe una disminucion de la
circulacion sanguinea cerebral producida por un trauma, hemorragia, paro
cardiaco u oclusidn arterial, provocando degeneracidon en la zona que ha dejado
de ser irrigada. En la regiéon donde se reduce comp-letamente el flujo sanguineo
se agotan las reservas energéticas {(glucosa y oxigeno) por lo que las células
estan destinadas a morir. Esta zona recibe el nombre de centro isquémico. En la
regidn que circunda el centro isquémico, denominada zona de penumbra, hay
irrigacion colateral y es por tahto rescatable. Se ha propuesto que el dario
isquémico en la zona de penumbra es de tipo excitotéxico con base en las
siguientes evidencias: 1) las caracteristicas citopatolégicas subsecuentes a la
isquemia son similares a las producidas por la exposicion directa de las
" neuronas a altas concentraciones de Glu (Simon et al, 1984); 2) estudios de
microdidlisis in vivo indiban que la concentracion Glu y aspartato aumenta
significativamente en aquellas regiones que exhibiran dafio celular como
consecuencia de la isquemia (Benveniste et al, 1984; Graham et al, 1990; Baker
et al, 1991); 3) los antagonistas de los recleptores glutamatérgicos de tipo NMDA

y no-MNDA protegen contra la neurodegeneracion inducida por la isquemia
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(Simon et al, 1984; Sheardown et al, 1990) y 4) la interrupcion de las vias
glutamatérgicas evita el daiio isquémico (Wieloch et al, 1985, Benveniste e.t al,
1989).-

Algunos estudios han propuesto que la muerte celular observada durante
la isduemia se podria generar a través de un mecanismo denominado
excitotoxicidad secundaria (Fig. 2). Se propone que la deficiencia energética
asociada a la isquemia disminuiria la concentracién de ATP en las neuronas, lo
que provocaria una reduccién en la actividad de la ATPasa Na'/K* encargada de
mantener el potencial de membrana produciendo su despolarizacién y por lo
tanto la liberacién del ibn Mg* que normalmente se encuentra bloqueando el
poro iénico del recéptor al NMDA. La preseni:ia de Glu, ain a bajas
concentraciones, activarifa el receptor NMDA y tendria lugar el dafio excitotdxico
por los mecanismos mencionados anteriormente (Novelli et al, 1988; Zeevalk &

Nicklas, 1992; Beal, 1993a).
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Figura 2. Mecanismos celutares involucrados en la excitotoxicidad secundaria. Una falla energética como la observada
durante fa isquemia cerebral produciria una reduccién en la concentracidn de ATP y por Jo tanto una disminucién en la
actividad de las ATPasa Na'/K” induciendo la despolarizacién de la membrana plasmatica y la liberacién del ion Mg* que
normalmente se encuentra bloqueando el receptor NMDA. La presencia de glutamato ain a bajas concentraciones
produciria un incremente en la conentracion de [Ca®], y la activacién de enzimas como proteasas, fosfolipasas,
endonucleasas. La falla mitocondrial derivada de estas condiciones a su vez incrementaria la produccidn de especies
reactivas de oxigeno potenciando ef dafio celutar. NOS; Oxido Nitrico Sintasa, SOD; Superdxido dismutasa, RE; reticuto
endoplasmico; NO , éxido nitrico, O, superbxido; ONCO, peroxinitrito (Tormado de Beal, 1995).
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2.2 Isquemia cerebral y transporte de glutamato

Aunque no ‘'se conoce el mecanismo responsable del aumento de los
niveles extracelulares de Glu durante la isquemia cerebral, se ha propuesto que
la disminucién de ATP durante la isquemia y la subsecuente alteracion de los

“gradientes iénicos por la inhibicién de la ATPasa Na'/K* induce el cambio de
direccion del funcionamiento del transportador ya que éste es dependiente de los
gradientes de Na® y K a través de la membrana (Fig. 3). Se ha sugerido también
que exista una reduccién de la expresion de los transportadores de Glu debido a
la falla energética y que esto contribuya a la acumulacién de este aminoacido en
el espacio extracelular. El incremento en la concentracidon de Glu estaria
vinculado al dano celular excitotoxico (Attwell et al, 1990; Takahashi et al, 1997;
Martin et al, 1997; Longuemare et al, 1999; Fujita et al, 2000). Esta prbpuesta ée
basa en las siguientes evidencias experimentales: 1) inhibidores de la captura de
Glu pueden causar dafio excitotéxico o potenciarlo (Rothstein et al, 1993:
Blitzblau et al, 1996; Velasco et al, 1996; Volterra et al, 1996); 2) la inhibicién .del
transporte de Glu aumenta su concentracién extracelular a niveles
potencialmente téxicos (Rothstein et al, 1993; Velasco et al, 1996); 3) la
neurodegeneracion inducida pbr la inhibicién del transporte es inhibida por
antagonistas de los receptores glutamatérgicos (Blitzblau et al, 1996; Velasco et
al, 1996, Volterra et al, 1996); 4) la inhibicién de la expresitn de los diferentes
transportadores de Glu in vivo por oligonucledtidos antisentido produce lesiones
y crisis epilépticas. Las lesiones‘ se asocian con un incremento en la
concentracién de Glu (Rothstein et al, 1996, Tanaka et al, 1997). En rebanadas
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de hipocampo, la inhibicién de {a expresion del transportador de Glu potencia el
dafio excitotdxico (Simantov et al, 1999) y 5) despues de un dafio isquémico se
observa una reduccién en la expresién de ciertos transportadores de Glu (Torp
et al, 1995; Martin et al, 1997; Fujita et al, 1999). Sin embargo, algunos estudios
recientes han demostrado que la inhibicion prolongada de los transportadores de
Glu in vivo no produce dafo neuronal per se a pesaf de incrementar
notablemente la concentracién de este aminoacido respecto a su nive! basal en
el espacio extracelular {Massigu et al, 1995; Massieu y Tapia, 1997). El hecho de
que el incremento en los niveles extracelulares de glutamato por inhibicién de su
transporte no sea suficiente para producir neurodegeneracién in vivo, sugiere
que factores adicionales como la deficiencia energética asociada a la isquemia

cerebral, sean necesarios para inducir el dafio neuronal.
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Figura 3. Funcionamiento inverso del transporte de glutamato. Durante la isquemia, la alteracion
de los gradientes idnicos de Na' y K" produce la salida de giutamato de las neuronas o las
células gliales activando los receptores glutamatérgicos de las células vecinas y produciendo un
daifio excitotdxico (medificado de Attwell, 1993).
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2.3 Metabolismo energético y muerte celular

La funcion y supervivencia de las neuronas depende del aporte continuo
de glucosa y oxigeno para generar ATP a través de la gluctlisis y ia fosforilacion
oxidativa (Erecinska y Silver, 1994}. La restriccién de la generacion de ATP,
como sucede en la isquemia cerebral, causa un dafio neurcnal irreversible
produciéndo ta muerte celular posiblemente a traves de un mecanismo de
excitotoxicidad secundaria (Hara, 1993; Massieu y Garcia, 1998; Dirnagl et al,
1999). En fos ultimos afos, diversos estudios han demostrado que una alteracion
en el metabolismo energético mitocondrial da Iuéar a la degeneracién de las
células nerviosas. Por ejemplo: la administracién sistémica del acide 3-
nitropropiénico (3-NP), un inhibidor irreversible de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, enzima encargada de catalizar la produccién de
fumarato a partir de succinato en el ciclo de Krebs y que forma parte del
complejo || de la cadena respiratoria (Alston et al, 1977; Coles et al, 1879),
produce degeneracion en las células del estriado y corteza e in vitro de
hipocampo, talamo y cerebelo (Beal et al, 1993b; Weller & Paul, 1993; Wullner et
al, 1994; Fink et al, 1996), probablemente por un decremento en la sintesis de
ATP (Pang y Geddes, 1997; Greene et al, 1998). El efecto neurotéxico de! 3-NP
se observd cuando nifios chinos consumieron accidentalmente cafias de aztcar
que contenian 3-NP, provocéndoles una encefalopatia aguda seguida por una
distonia retardada (He et al, 1995). Las lesiones producidas por el 3-NP
preéentan caracteristicas citolégicas y neuroquimicas parecidas a las que se

producen con la administracién de agonistas glutamatérgicos y a las que se
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presentan en la enfermedad de Huntington y en la isquemia cerebral (Beal et
al,1993b; Borlonga et al, 1997; Brouillet et al, 1999). La muerte neuronal puede
disminuir por la administracidn de antagonistas del receptor NMDA (Weller y
Paul, 1993; Fink et al, 1996; Pang y Geddes, 1997). Por otro lado, la muerte
celular producida por agonistas glutamatérgicos se exacerba por el 3-NP (Pang y -
Geddes, 1897, Gréene et al, 1998; Sanchez-Carbente y Massieu, 1999).
Recientemente, diversos laboratorios han reportado un gran nimero de
evidencias que sugieren que la disfuncibn mitocondrial juega un papel
fundamental en la activacion de diversos eventos celulares que podrian estar
involucrados en la muerte neuronal, tales como: la alteracién del potencial de
membrana mitocondrial (Ankarcrona et al, 1995; White y Reynolds, 1996;
Schinder et al, 1996; Chalmers—Redman' et al, 1999), cambios en los flujos
ibnicos (Kristian y Siesjo, 1997), hinchamiento celular (Patel et al, 1998);
activacion de los canales de potasio dependientes de ATP (Kare) (Pate! et al,
1992, Riepe et al, 1992), desacoplamiento de sistemas de transporte
dependientes de energia (Madl y Burgesser, 1993), generacién de especies
reactivas de oxigeno (Almeida et al, 1999; Brorson et al, 1999), activacion de
receptores glutamatérgicos (Beal, 1995; Gilland et al, 1998), alteracién en el
amortiguamiento del calcio intracelular (Nicholls y Budd, 1998), apertura del poro
de permeabilidad de transicién (Crompton, 1999) y liberaciéon del citocromo ¢
{Green y Reed, 1998), ademas de la ya mencionada reduccion en la
concentracion interna de ATP (Pang y Geddes, 1997; Greene et al, 1998). Estos

eventos pueden conducir a una muerte neuronal apoptética o necrética que se
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puede ébservar durante la isquemia; sin embargo, la secuencia o la contribucién
precisa de cada uno de estos eventos es incierta (Martin et al, 1998; Lipton,
1999). A su vez, se ha observado que el Glu y sus analogos asi como el 3-NP,
induce la despolarizacion de la membrana mitocondrial y la reduccion de los
niveles de ATP en cultivos celulares (Marcaida et ai, 1995; Pang y Geddes,
1997), confirmando la interaccién compleja entre el estado energético celular y Ia

muerte excitotéxica.

28



. HIPOTESIS

Un estado 6ptimo del metabolismo energético permite tolerar incrementos
en los niveles de Glu extracelular inducido por la inhibicién de sus
transportadores. Sin embargo, si existe una alteracion en el metabolismo

energético la células son vulnerables al Glu.

. OBJETIVOS

Con los antecedentes seflalados anteriormente se propopuso el siguiente
objetivo general:
Estudiar la refacién entre los efectos toxicos del Glu y el estado energético

mitocondrial. _

Con este prop6sito se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1. Desarrollar un modelo que reproduzca dos condiciones que se presentan
durante un pericdo isquémicq: el incremento en la concentracion de Glu
extracelular y la falla mitecondrial en cultivos primarios de NGC.

2. Conocer si las NGC son mas vulnerables al déﬁo producido por el incremento
de Glu extracelular en présencia de inhibidores de la funcion mitocondrial.

3. Determinar los cambios en la concentracién extracelutar de Glu en presencia

de PDC, 3-NP y 3-NP+PDC
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4. Estudiar si la presencia de sustratos del metabolismo mitocondrial pueden
contrarestar la muerte neuronal en este modelo experimental.

5. Comparar el posible efecto protector de compuestos que actian a diferentes
niveles celulares como son. metabdlico, estrés oxidativo, canales de calcio

dependientes de voltaje y receptores glutamatérgicos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivos de Celulares

Los cultivos primarios de neumﬁas granulareé de cerebelo (NGC), se
obtuvieron de fatas Wistar de 7-8 dias de edad {Bioterio IFC/UNAM), los cuales
fueron disectados y cortados en cubos de 300 pm por medio de un rebanador e
incubados con una solucién de tripsina al 0.25% y dispersados por trituracién
con una solﬁcién que contiene DNAsa e inhibidor de tripsina (0.08% y 0.52%
respectivamente), pH 8.2. Las células fueron suspendidas en medio basal
minimo Eagle suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina (2 mM),
penfcilina (50 U/ml), estreptomicina (50 pg/mi), gentamicina (50 pg/ml) y KCI (25
mM) y cultivados a una densidad de 1.5 X 10° células por 1ml/pozo en cajas de
plastico de 24 multipozos previamente tratadas con poli-L-lisina (5 pg/mi). Las
celulas fueron cultivadas por 9 dias a 37°C con una humedad del 95% y una
atmosfera de CO; del 5%. A los 4 dias de cultivo (DIV) se agregé a cada uno de
los pozos glucosa (5 mM) y citosina ~arabinosa."(10 M) ‘para -inhibir 1a
proliferécibn de las células giiales. La proporcion de neuronas en estos cultivos
fue de 93% y la de células gliales de 7% determinada por inmunocitoquimica
usando anticuerpos contra MAP; y GFAP. Como control se hicieron cuftivos
puros de astrocitos qe cerebelo para descartar que esta proporcién de células
gliales tuviera un efecto adicional en los resultados obtenidos en nuestro modelo
y asegurar que estos fueran especificos de células neuronales. Los cultivos de
astrocitos de cerebelo fueron obtenidos de células disociadas de la suspensi6n

sembradas en e! mismo medio sin KCI y a la misma densidad que las neuronas
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en cajas de plastico de 24 multipozos sin recubrir con poli-L-lisina. El medio no

fue cambiado hasta que los cultivos fueron usados para los experimentos.

42 Estuo"r'o-s Farmacolbgicos

En todos 1os.experimentos' las NGC.y los astrocitos fueron usados.a los 9
DIV. Para todos los cases 0.5 mi del medio condicionado fue removido y se
agregd el inhibidor de la captura de glutamato (PDC), el inhibidor -del
metabolismo energético (ya sea 3-NP o azida de sodio) y los farmacos con
. posible efecto protector, al medio remanente durante 4 horas (a las
concentraciones indicadas en !as figuras). En algunosrexperimentos el piruvato
se incubd durante 24 horas. Al final del périodo de incuﬁacién el médio que
contenia los farmacos fue sustituido con el medio condicionado previamente
recolectado antes del experimento y mantenido a 37°C. Todos los experimentos
fueron realizados por tefraplicado. Cultivos control se incluyeron en cada
experimento y se trataron con vehiculo-en forha paralela. .Este protocolo
farmacologico fue utilizado para ef ensayo de MTT, los ensayos de muertefvida y
las observaciones al microscopio de luz invertido. La morfologia de las células y
el aspecto general del cultivo fue monitoreado antes y después del tratamiento

farmacologico.

4.3 Determinacion de la concentracion de glutamato
Los niveles de Glu presentes en el medio fueron medidos por
cromatografia liquida de alta presion (HPLLC, por sus siglas en inglés). Al final del

periodo de incubacién con los farmacos se tomaron alicuotas del medio y se
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" desproteinizaron con acido perclérico al 7%; posteriormente fueron neutralizadas
con KOH, se tomaron 25 pl de la alicuota y se mezclaron con el mismo volumen
de o-phthaldialdehido, después de 3 minutos se tomaron 20 'pl para ser
inyectados en el sistema de HPLC (Beckman). Se us6 una columna de ODS (25
cm x 4 mm de didmetro interno), La fase moévil fue de metanolfacetato de potasio
(0.1 M, pH 5.5) y fue corrida a una velocidad de 1.5ml/min en un gradiente lineal
(de 15 minutos) de 25 a 75% metanol. Los resultados obtenidos fueron
comparados con una mezcla estandar que contiene una concentracion conocida

de aminodcidos (Sigma), procesados de la misma manera.

4.4 Determinacion de viabilidad celular

‘En todos los casos la evaluacién de dario y de la viabilidad neuronal fug
realizada 24 horas después del tratamiento farmacoldgico por 3 métodos: 1)
examinacion direcfa de los cultivos a través de microscopio de luz invertido, 2) la
reduccién del 3-(4,5-dihweti|tiazol—2-il)-2_,&difeniltetrazolium (MTT), y 3) por el
ensayo de muerte/vida. El ensayo de MTT es usado para valorar la funcionalidad
de las enzimas mitocondriales en neuronas viables {(Mosmann, 1993; Liu et al, |
1997). Este ensayo se basa en el principio de que las enzimas mitocondriales
tienen la capacidad de transformar la sal de MTT en una sal de formazén
(Berridge y Tan, 1893). El anillo de tetrazolium del MTT es cortado por varias
enzimas deshidrogenasas en la mitocondria activa y precipita como formazan,
un preducte de color azul. Una disminucidn en la produccion de formazan es un
indice de la pérdida de ia actividad mitocondrial y por lo tanto de dario celular.

Brevemente, después de 24 horas del tratamiento farmacolégico se les adiciond
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MTT (150 uM) a los cultivos. Después de una hora de incubacion (37°Q, enuna
atmosfera que contiene 5% CO, y 95% O), el medio fue aspirado y el form.azén
preci'pit.ado fue solubilizado con 0.8 m! de isopropanol y cuantificado
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 570 nm.

El enség;o de muertelvid'a"-se. realizé a través’ de dos marcadores
fluorescentes: la calceina- AM (C-AM) y el homodimero de etidio (HE), que
fueron detectados por microscopia de ﬂuorescenc.ié. Para estos _éxperimentos
las células se semBraron sﬁbre cubreobjetos 'en cajas de 12 pozos. La C-AM es '
un compuesto no fluorescente que es perme_able a través de la membranay es
retenido por las celulas vivas; en presencia de esterasas intracelulares produce
fluorescencia verde que es un indicador de viabilidad celular” E) HE es excluido
de las células normales y sélamente puede entrar a las células cuando la
membrana esta dariada, se intercala entre los pares de bases de los Acidos

nucléicos produciendo fluorescecia roja que es un indicador de célulasi no--

viables (Haugland, 1996). Brevemente, 24 horas depués del - ensayo - -

farmacoldgico las células se lavaron dos veces con D-PBS y se expusieron a la
C-AM (2 uM) y HE (4 uM) disueltos en D—PBS por'5 minutos, posteriormente se
lavaron y se fijaron con paraformaldehido 30 minutos; inmediatamente fueroﬁ'”
analizados por microscopia de fluorescencia y cuantificados con un sistema de
analisis de imagenes (NIH Image 1.6 para Macintosh). Se contaron 10 campos
de tres experimentos por duplicado. El total de células en cada campo se tomd

como el 100%, los resultados se expresan como el por ciento de células
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marcadas con HE (muertas), con respecto al numero total de células (rojas y

verdes) presentes en cada campo.

4.5 Andlisis estadistico
El analisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA seguido por
una prueba de Fisher de comparacién multiple utilizando el programa Stat View

4.5 para Macintosh.
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V. RESULTADOS

5.1 Observaciones morfolégicas

Las células granulares de! cerebelo en.cultivo generalmente crecen y
maduran en grupos, aunque también se pueden observar células aisladas.
Desarrollan prolongadiones O procesos a Ib 1a'rgo de todo el plato de cultivo
formando una red intrincada. Las observaciones realizadas bajo el microscopio
de luz invertido muestran que los somas aparecen oscuros y redondos con un
halo brillante a su alrededor mientras que los procesos generalmente se
observan oscuros y gruesos y tienen una forma cilindrica (Fig. 4A). Veinticuatro
horas después de la exposicidn a 3-NP 500 uM durante 4 hrs los cultivos no
presentan un cambio morfoldgico aparente {Fig. 4B). Un resuitado similar se
observa después de la exposicion a PDC 500 pM bajo las mismas condiciones
(Fig. 4C), a diferencia de otros trabajos donde se ha demostrado que esta
concentracion de PDC es toxica en otros tipos celulares como son los cultivos de
células corticales (Robinson et ai, 1993; Blitzblau et al, 1996; Velasco et al, 1996;
Volterra ef al, 1996). Los cultivos incubados durante 4 horas en presencia de 3-
NP+PDC y observados 24 horas después de la expo;sicién, _muestran
alteraciones morfologicas celulares tales como: somas brillantes y encogidos y
presencia -de varicosidades o pérdida de las neuritas (Fig. 4D). Resultados
similares se observan después de la exposicidn a Glu (500 uM) durante 45
minutos (vér mas adelante). Las observaciones morfolégicas correlacionan con
los resultados del ensayo de muertefvida y con las de reduccion de MTT

utilizados como indicadores de la viabilidad celuiar.
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Figura 4. Efecto del 3-NP, el PDC y el PDC+3-NP (500 uM) después de 4 hrs.
de incubacién en NGC. Las observaciones fueron realizadas 24 hrs ldespués del
ensayo farmacolégico. Las fotos fueron tomadas directamente en un microscopio
de luz invertido. En los cultivos coniroles (A) se observan perfectamente bien los
somas y procesos neuronales. La administracion de 3-NP (8) o PDC (C) no
produce una afteracion evidente de la morfologia de los cu!fivos,' sin embargb, fa
coincubacién de 3-NP+PDC destruye  casi por completo a las neuronas y

neuritas (D). Las folografias muestran un cultivo representativo.
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5.2 El dafto producido por 3-NP+PDC fue similar al observado por agonistas
giutamatérgicos :

A través del ensayo de MTT se demostré que las NGC expuestas a Glu
(500 UM) durante 45 min tuvieron un dafio similar a la coincubacion del 3-
NP+PDC (500 uM} durante 4 hrs. La expesicion a NMDA (500 QM) en las
mismas condiciones' que el Giu produce una discreta pero significativa
disminucién de la reduccién del MTT (Fig. 5). La diferencia entre el dafio
producido por el Glu y el NMDA se deben a las condiciones de incubacién. Para
.Ios experiméntos con e! Glu se utilizé un medio Ringer Krebs sin Mg?*, mientras
que los experimentos con el NMDA se realizaron directamente en el medio de
cultivo de las células. Estos experimentos confirman, como ha sido antes
demostrado, que las NGC son sensibles a los efectos téxicos del Glu. El MK801
(10 pM) revirtio la disminucién en la capacidad de reducir MTT inducida por el
glutamato, el NMDA y el 3-NP+PDC (Fig. 5). Los valores de la reduccion de MTT
fueron: control, 100%; 3-NP+PDC, 44.16+2.9%; 3-NP+PDC+MKB01, 88.79+4.9;
Glu, 51.5113.8; Glu+MK801, 86.8215.1, NMDA, 77.8315.1; NMDA+MK801,
103.45¢7.5 como se observa en la figura 5, solamente la condicién de
NMDA+MK801 mostré una proteccién del 100%. Cultivos paralelos fueron
utilizados para valorar la viabilidad celular por microscopla de fluorescencia, en
estos experimentos se observé que los cultivos control prt;sentaron fluorescencia
verde en la mayoria de los somas y en las neuritas, lo cual indica que estas
células estan vivas, mientras que, en los cult.ivos expuestos a 3-NP+PDC se
observd un 45.6% de células muertas, positivas a fa fluorescencia roja, lo que

indica que la mitad de las célutas bajo estas condiciones mueren. Este efecto fue
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revertivo en presencia de.MKBOlT (10 um) y piruvato (2 mM) disminuyendo el
porcentaje de células muertas al 20.14% y 19.03% respectivamente. Estos
resultados correlacionan con los de la reduccién de MTT y por lo tanto ambos
métodos puden ser utilizados en forma rutinaria para determinar la viabilidad

celular (Tabla 1; Fig. 6).
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Figura 5. Efecto del 3-NP + PDC y agonistas glutamatérgicos sobre la reduccion
de MTT en las NGC. El MTT (150 M), fue agregado a los cultivos 24 horas
después de iniciado el tratamiento farmacolégico y medido su producto, el
formazén, con un espectrofolémetro a 570 nm. Las barras representan el
promedio de 6 datos # ES. Los astericos muesiran diferencias significativas
entre distinlas condiciones. El 3-NP+PDC produce un dafto similar al inducido
por glutamato que es revertido por MK801 en ambas condiciones. El dafio
producido por NMDA también es revertido completamente en presancia de
MKB01. *** *** P<0.05 (n=6). '
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Figura 6. Observaciones morfoldgicas observadas ‘despu_és de realizar el
ensayo de fluorescencia muerle/vida. Las fotografia fueron tomadas 24 hpras
después de iniciado el tratamiento fanna_colégico como se describe en
Materiales y Métodos. En los cultivos control (A) fa mayorfa de las células
muestran una fluorescencia verde (positivas a C-AM) en los somas y procesos
asi como algunas células muertas rojas fluorescentes (positivas al HE) que
representan aproximadamente el 12% del total de células observadas en el
campo (Tabla 1). La exposicién de 3-NP+PDC (B) incrementa ef porcentsje de
las células muertas; ya que la proporcién de células rojas es mucho maydr que
en el cultivo control. En C y D se muestra el efecto protector del piruvato (2 mM)
incubado durante 24 hrs y del MK801(10 uM) incubado durante 4 hrs. En ambos
casos la proporcion de células muértas rojas fluorescentes disminuyo

considerablemente. Las microfotografias fueron tomadas a 40X.
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Tabla 1. Viabilidad celutar determinada a través del ensayo de muerte/vida y de la
reduccién de MTT

CONTROL 3-NP+PDC +MK801 +PIRUVATO
% DE CELULAS MUERTAS 12.12+1.5 47.16:2.0 20.14+1.6 16.742.6
% DE REDUCCION DE MTT 100 44 1612.9 88.7914.9 79.0t4.1

relativo al control

Tabia 1. Después de 24 horas de exposicion con los farmacos la sobrevivencia celufar fue
determinada por el ensayo de muerte/vida (% del total) y la reduccidén de MTT (% del control}
como se describe en Maleriales y Métodos. Con ambos ensayos se obtienen resuftados muy
similares por Io que pueden ser utilizados en forma rutinaria para medir la viabilidad celutar. (n=

4-5)

Tabta 2. Concentracién extracelular de aming acidos en NGC (puM).

Glutamato  Aspartato Glutamina Glicina Taurina Alanina

’

Control 18.10+£42 2541071
3-NP 23.76 149 2401 0.62
PDC 35.09+99 480+1.0"

3-NP+PDC 2957464 3701038

648.03 £ 79.17

605.15+75.29

521.19 £ 72.67

526.61 £ 50.01

14795+ 6.3

145791+ 9.3

160.85 £ 12.09

3062142

3080£33

3202139

218.03 + 18.37
21175 £ 1175

212,67+ 14.55

140.95 + 6.7 3992+29 184,101 10.14

Tabla 2. Concentracién extracelular de aminoécidos en NGC medidos por HPLC en alfcuotas
tomadas del medio después de 4 horas de incubacion con los diferentes tratamientos. Como se
observa, solamente la concenlracion extracelular de glutamato y aspartato se incremento
significativamente en presencia de PDC. La administracién de 3-NP o la coincubacién de PDC+
3-NP no produce un incremento adicional en la concentracion de estos aminoédcidos con
respecto al producido por €l PDC. Los niveles extracelulares de glutamina, glicina, launina y
alanina no se alteran en ninguna de fas condiciones experimentales. * P< 0.05 relativo al control.
{n= 4-6)
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‘5.3 El dafio producido por el 3-NP+PDC no se debe a un incremento adicional
- en la concentracion de Glu extracelular al inducido por PDC

" Con el fin de conocer si el dafio neuronal inducido por 3-NP+PDC se debe
auna acumulaﬁién adicional de aminoacidos excitadores en el medio de cultivo, -
se determiné la concentracion de aminoécidos en el medio después del periodo‘
de- inﬁubacién con-PDC solo y en presencia de 3-NP. Como se muestra en ia
Tabla 2, el PDC induce ‘una elevacion de casi 2 veces la concentracion
extracelular de Glu y aspartato; sin embargo, el dafio neuronal "inducido en
pre"sencia de 3-NP+PDC no se asocia con una acumulacion adicional de estos
aminodacidos excitadores ya que el 3-NP no tiene ningin efecto sobre la
concentrécién extracelular de los aminoacidos ni en presencia ni en ausencia del
PDC. No se observan cambios en la concentracién extracelular de glutamina,
7 glicina, alanina y taurina después de los tratamientos/individualeé de 3-NP y

PDC o de la coincubacién de ambos compuestos.

5.4 Ei dafio producido por 3-NP + PDC es especifico de células neuronales

Los cultivos de NGC presentan un 7% de células gliales, este porcentaje
de células no neuronales puede contribuir a la reduccion de_ MTT y por lo tanto
afectar los datos de proteccidn y muerte en nuestro modelo. Con el fin de
descartar esta posibilidad, se realizaronrcultivos puros de células gliales de
cerebelo. {a reduccién de MTT en estos cultivos no se medifico en presencia de
3-NP aun a altas concentraciones. Los valores de reduccion de MTT pafa 3-NP

0.5, 1.0y 2.0 mM fueron: 101.8+4.7%; 101.913% y 86.27+5.2% resbectivamente
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(Fig. 7B). La reduccion de MTT no se alteré cuando el 3-NP (0.5, 1.0 y 2.0 mM)
se incubd en presencia de PDC (500 uM), los valores de reduccion de MTT
fueron: 93.73+4.3%; 88.65+15%; 90.21+9% respectivamente; esta reduccién no
fue significativa con respecto al control (Fig. 7B8). En ningun caso se observa una
alteracién morfolégica en los cuitivos (Fig. YA). Estos datos sugieren que el daiio

observado en el modelo es exclusivo de células neuronales.

Figura 7. Efecto del 3-NP y del PDC sobre la morfologia y la reduccion de MTT
de cultivos de células gliales de cerebelo de 9 DIV. En A se muestra que no
existe ninguna alteracién morfolégica en los astrocitos cuando fueron expuestos
al 3-NP (0.5 mM) y al 3-NP+PDC (0.5 mM) durante 4 horas y observados 24
horas después del tratamiento. En B se muestra una gréfica donde se observa
que el 3-NP méas PDC y el 3-NP solo, alin a concentraciones elevadas, no afecté
fa reduccion de MTT con respecto al confrol. Las barras representan el promedio

de 6 datos +ES.
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5.5 La inhibicion del metabolismo energéfico es un evento clave en la
susceptibilidad de las neuronas a los efactos téxicos del Glu

Como se mostrd en las figuras 4 y 5, la administracién de PDC no
produce dafio en los cultivos a pesar de incrementar notablemente la
concentracion de Glu extracelular (Tabla 2); sin embargo, en presencia del 3-NP,
el Glu se vuelve toxico para las ﬁGC. Con el fin de comprobar si el dafio que
observamos en nuestro modelo se debe al desacoplamiento del metabolismo
energético y no a algln efecto adicional del 3-NP se utilizé azida de sodio (AS),
un inhibidor del complejo [V (citocromo oxidasa) de la cadena de transporte de
electrones. La AS ha sido utilizada en modelos de neurotoxicidad y anoxia in
vivo e in vitro (Brouillet et al, 1994; Varming et al, 1996; Cebers et af, 1998). La
AS 0.1, 0.3 y 0.5 mM fue incubada durante 4 horas en los cultivos. Con las
concentraciones de 0.1 y 0.3 mM de AS no se observé una disminucion
significativa en la reduccion de MTT veinticuatro horas después del tratamiento
farmacologico (Fig. 8B); sin embargo, la concentracién de 0.5 mM fue tdxica
para los cultivos (los valores de reduccién de MTT fueron: AS 0.1 mM,
99.3413.8%; AS 0.3 mM, 89.6646.5%; AS 0.5 mM, 52.5+15.38%), la presencia
de PDC (500 pM) exacerbé el dafio celular en las concentraciones no tdxicas de
AS. El efecto téxico de la AS (0.5 mM) fue revertido por la administracién de
MK801 (AS 0.5 mM+MK801 104.65+0.76%, datos no mostrados) al igual que la
disminucion de la reduccién de MTT inducida por AS+PDC (los valores de
reduccidn de MTT fueron: AS 0.1mM+PDC 45.97+15.67; AS 0.3mM+PDC.
39.91£13.63; AS 0.1mM+PDC+MKB01, 104.5517.0; AS 0.3mM+PDC+MK801,

93.2512.7), estos valores correlacionan con las observaciones morfoidgicas (Fig.
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8A), lo cual sugiere que metabolismo energético tiene que ser preservado para

contrarestar el efecto téxico del Glu.

Figura 8. Efecto de la azida de sodio (AS) y del PDC sobre la morfologia de
NGC (A} y la reduccién de MTT (B). La AS se incub6 durante 4 horas a las
concentraciones que se indican en la grafica. En experimentos paralelos se
incubé la AS en presencia de PDC (500 uM) y de PDC + MK801 (10 uM). 24
horas después del fratamiento farmacolégico, se realizaron las observaciones
morfolégicas y el ensayo de MTT. Concenfraciones menores de 0.5 mM de AS
no son téxicas para los cultivos pero fa presencia de PDC en estas condiciones
produjo un dafio celular significativo el cual fue revertido por la administracion de
MK®801. Las barras represenfan el promedio de 6-7 dalos + ES (*signifivativo vs

control; ** signifivativo vs AS, *** significativo vs AS+PDC; P< 0.05).

49



AZIDA DE SODIO

AZIDA DE SODIO + PDC

B

PDC+MK-801
120 -
o
-g 100 ok
<
=]
o -
S 80+
=
E
= 60 -
g ) dk
3
9 40
O
: -
3
& 20
0

05 01 0.3
AZIDA DE SODIO [um)]



5.6 Proteccién contra el dafio inducido por 3-NP + PDC

Con el fin de conocer la contribucién de los diferentes eventos celulares
posiblemente involucrados en ei dafio neuronal inducido en nuestro modelo
experimentél se usaron diversas drogas que actlan a diferentes niveles como
posibles neuroprotectores. Como se observa en la figura 9, los sustratos
energéticos piruvato (2 mM) y acetoacetato (5 mM) producen un efecto
neuroprotector contra el dafio inducido por 3NP+PDC cuando estuvieron
presentes durante las cuatro horas de incubacién. Sin embargo, el efecto
protector de estos compuestos fue parcial pues sélo se restauré la capacidad de
reduccién de MTT a 59.9+4.0 y 64.4+7.5% respecto al control, respectivamente.
Una notable proteccién fue observada cuando el piruvato fue incubado durante ¥
después de la exposicion de 3-NP+PDC, restaurando la capacidad de reduccion
de MTT a 79.0+4.1% del control. La incubacién con acetoacetato por 24 hrs no
tuvo un mayor efecto protector. El antioxidante vitamina E (250 uM) y el
atrapador de radicales libres PBN (500 pM) muestran una proteccion parcial
idéntica contra el dafio inducido por el 3-NP+PDC (61.565+7.7 y 61.04+8.6% de
reduccidn de MTT respecto al contrel). El antagonista del receptor NMDA, el
MK801 (10 pM) presento la mayor proteccién (88.79+4.9% de reduccién de MTT
respecto al control) mientras que el antagonista no-NMDA el NBQX (100uM)
tuvo una proteccién parcial (57.39+7.7% reduccién de MTT). En contraste a
estos compuestos, los antagonistas de éanales'de calcio dependientes de voltaje
no mos'trarc‘m ningun efecto protector. Ninguna de estas drogas altera la

reduccion de MTT en cultivos control. Sin embargo, el piruvato y el acetoacetato
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si son capacés de contrarestar el dafio inducido por el 3-NP (datos no
mostrados).

Las observaciones morfolégicas corroboran el efecto neuroprotector de
las diferentes drogas probadas. Como se observa en la figura 10, los cultivos se
preservan en presencia de acetoacetato (B) y vitamina E (D), mientras que los
cultivos incubados con piruvato durante 24 hrs (C) y MK801 (E) presentan una
morfologia celular practicamente idéntica a la de los cultivos control. La
presencia de nitrendipina en estas condiciones experimentales no tuvo ningun
efecto protéctor (F). Resultados similares se observaron con el ensayo de

muerte/vida (Tabla 2; Fig. 6).
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Figura 9. Mecanismos de proteccidn contra of daflo producido por 3-NP y PDC. Los farmacos
fueron coincubados con el 3-NP y el PDC durante cuatro horas a las concentraciones que se
indican en la gréfica. En otra serie da experimentos ef piruvalo se incubd durante y después de la
axposicion de 3-NP y POC (Piruvato 24 h); veinticustro horas daspués del tratamiento se reslizé
ol ensayo de MTT como se describe en MATERIALES ¥ METODOS. Los valorss representan el
promedioc de 6-8 dalos + ES (* significalivo vs control ; ** significativo vs 3-NP+PDC, P < (0.05).
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Figura 10. Microfotografias que muestran la preservacién de la morfologia
general de los cultivos de NGC en presencia de diferentes fammacos
coincubados en presencia de 3-NP+PDC. 24 hrs después de incubar en
presencia de 3-NP+PDC durante 4 hrs, los cullivos celulares sé obsérvan muy
daftados. Hay células muertas y las neuritas no estan bien preservadas ya que
se ven fragmentadas o adelgazadas (A). En presencia de acefoacefalo (B),
piruvato (24 hrs) (C), vitamina E (D) y MK801 (E) la morfologia general de los
cultivos se preserva, mientras que en presencia de nilrendipina (F) los cultivos

se ven daflados.
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VI. DISCUSION

La falla'del metabolismo energético asociada a la isquemia cerebral
induce la muerte neuronal a través del desencadenamiento de varios eventos
' como son: la disfuncion en la reépiracién mitocondrial, la disrupcion de los
gradientes i6nicos, el decremento de ATP, la liberacién de Glu y la produccion
de radicales libres (Lipton et al, 1999). Sin embargo, la secuencia o la
contribucién precisa de cada uno de estos eventos no es clara. En el presente
trabajo se examind la relacién entre dos eventos que ocurren durante la
isquemia: la alteracién en el metabolismo energético debida a la disfuncion
mitocondrial y la acumulacién de Glu extracelular inducida por la inhibicién de
sus transportadores en cultivos de NGC.

El mecanismo que produce la acumulacion de Glu extraceiular durante la
isquemia no es claro, pero se sugiere que puede resultar del c:-_.\mbio de direccion
en el funcionamiento del transportador de Gld, producido por cambios en los
. gradientes idnicos y la deplecién de ATF' (Rossi et al, 2000; Jabaudon et al,
2000). Experimentos in vitro en células corticales han reportado que la inhibicién
del transporte de Glu induce un incrementc del Glu extracelular vy
neurodegeneracion (Velasco et al, 1896; Volterra et al, 1996; Blitzblau et al,
1996). Sin embargo, en el presente trabajo se demostré que las neuronas
granulares de cerebelo son resistentes a la elevacién de los niveles de Glu
extracelular inducida por la administracion de FDC, un inhibidor de su transporte.
Las diferencias entre la vulnerabilidad de las células granulares y las células

corticales a los efectos téxicos del PDC puede estar relacionada con la
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expresiéon diferencial de subtipos del receptor NMDA que confieren diferente
permeabilidad a los iones Ca?*. Se tiene reportado que en las células corticales
la toxicidad del Glu est4 correlacionada con la expresién de las subunidades
NR1 y NR28 del receptor NMDA (Cheng et al, 1999) y la comt;inacién de estas
subunidades se cree puede ser critica para la toxicidad por Glu (Mizuta et al,
1998). En contraste, en el cerebelo la subunidad NR2B se expresa
transitoriamente durante el desarroflo, mientras que la expresién de la subunidad
NR2C se incrementa después del nacimiento y tiene su maxima expresion en ia
edad adulta (Monyer et al, 1994; Watanabe et al, 1994; Rafiki et al, 2000). Los
receptores a NMDA que contienen la subunidad NR2C son menos sensibles al
Glu y sus agonistas (Krupp et al, 1996; Gray et al, 1997). En este sentido
recientemente se ha reportado que: 1) la subunidad NR2Cb una variante de la
subunidad NR2C expresada durante e! desarrollo de las NGC, en combinacién
con la subunidad NR1 tienen una baja permeabilidad al Ca?* cuando las células
son estimuladas por Glu (Rafiki et al, 2000) y 2) la tolerancia de las NGC al
tratamiento cronico de PDC (100 uM, 48 h), se deba a un posible rearreglo de
las subunidades de los receptores NMDA inducida por la exposicion continua de
Glu (Cebers et al, 1999).

El 3-NP inhibe a la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), que es -
activa en el ciclo de los Acidos tricarboxilicos y la fosforilacidn oxidativa. La
administrac;ién de 3-NP'in vivo produce lesiones parecidas a las producidas por
agonistas glutamatérgicos bor lo que se piensa que inducé muerte neuronal a

traves de un mecanismo excitotoxico. Ademas, reproduce las caracteristicas
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conductuales y neuropatologicas de la enfermedad de Huntington en roedores y
primates no humanos (Borlonga et al, 1997 Brouillet et al, 1999). Por otra parte
en modelos in vitro el 3-NP inhibe la actividad de la SDH rapidamente, disminuye
los niveles de ATP y produce una muerte celular posiblemente excitotdxica
(Olsen et al, 1999). Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio han
demostrado que en las NGC, el 3-NP (500 yM) inhibe un 90% la actividad de la
SDH desde a los 30 minutos y ésta permanece por 24 horas, sin causar un dafio |
morfolégico a las neuronas. Estos datos sugiéren que las NGC pueden tolerar
una pequefia falla mitocondrial y sobrevivir con la transferencia de electrones
generada a través de los complejos mitocondriales activoé restableciendo las
demandas er-u_ergéticas de la célula (Murphy et al, 1899). én este sentido se tiene
reportado que las concentraciones no toxicas de 3-NP y AS utilizadas en nuestro
estudio existe una reduccién parcial de ATP que no estad asociada a un dafto
celular (Cebers et al, 1998, Greene et al, 1998). Recientemente algunas
evidencias experimentales sugieren due. aun bajo condiciones de inhibicion
metabélica extrema, las células podrian sobrevivir con el ATP generado por la
glucolisis (Budd y Nicholls, 1996; Chalmers-Redman et al, 1999; Seo et al, 1999,
Tian y Backer, 2000).

La inhibicién metabdlica en presencia del PDC induce un dafio neuronal
notable. Estas evidencias sugieren que las células se vuelven susceptibles al
Glu cuando su metabolismo energético se encuentra disminuido, lo cual
concuefda con resultados similares repoftados in vivo (Sanchez-Carbente y

Massieu, 1999). El dafio es exclusivo de células neuronales ya que cultivos
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puros de astrocitos no son afectados. La toxicidad del PDC en presencia de 3-
NP no parece deberse a un incremento adicional de los niveles extracelulares de
aminoacidos excitadores en el medio, ya que el 3-NP no induce cambios en la
concentracion de estos aminoécidos ya sea en ausencia o en presencia de PDC.
Esto sugiere que durante la isquemia, las células neuronales se vuelven
vulnerables a la elevacién trasitoria de tos niveles de Glu extracelular porque su
metabolismo energético esta inhibido.

En el presente estudio se probaron diferentes agentes que previenen la
muerte neuronal de las células granulares de cerebelo en condiciones que
mimetizan la isquemia. _Los sustratos energéticos como el piruvato y el
acetoacetato tuﬁeron una proteccidén parcial cuando son incubados durante 4
horas contra el dafo producido por el 3-NP+PDC. El efecto protector de estos
compuestos puede estar relacionado con su capacidad para restaurar el déficit
energético inducido por el 3-NP actuando como sustratos del ciclo ﬁe los acidos
tricarboxilicos a través de su conversién a acetil-CoA.

Diversas evidencias apoyan el papel protector de! piruvato en diferentes
modelos experimentales. E! piruvato puede preservar la funcion sinaptica y la
integridad morfolgica de las neuronas en rebanadas de hipocampo en ausencia
de glucosa y durante la inhibicion de la glucélisis (lzumi et al, 1997), y proteger
contra la toxicidad inducida por Glu en cultivos de células corticales (Ruiz et al,
1998), y por NMDA en ausencia de glucosa en cultivos de células de estriado,
por un mecanismo que prabablemente involucra la produccion de ATP (Maus et

al, 1999). Otros trabajos sugieren que el mecanismo de proteccién del piruvato
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se debe al incremento en la velocidad de respiracién mitocondrial, a la
disminucién de la concentracion de Ca®* intracelular o a la reduccion de la
concentracién de glutamato extracelular a través de un agente con actividad
parecida a la glutamato-piruvato transaminasa (Villalba et al, 1994; Eimer y
Schramm, 1995; Maus et al, 1999). El efecto protector del piruvate incubado por
24 horas puede deberse a su capacidad de reaccionar con el peroxido de
hidrégeno para que por medio de una descarbc;xi!acibn oxidativa se genere
acetato, bidxido de carbono y agua evitando el estrés oxidativo (Desagher et al,
1997). Por el contrario, el acetoacetato no incrementa su efecto protector cuandb
es incubado por 24 horas.

Otra posibilidad es que el piruvato y acetoacetato incrementen
signiﬁcafivamente la formacién de acido quinurénico, un antagonista endégeno
del receptor NMDA. El acido kinurénico es sintetizado a partir de un metabolito
del triptofano la L-kinurenina, a travéé de la kinurenina aminotransferasa. Existen
dos; tipos de kinurenina. aminotransferasa (tipo | y II) localizadas preferenterriente
en las células gliales.'Ambas enzimas dependen de fosfato de piridoxal como
cofactor y utilizan al piruvato y en ocasicnes al c-cetoglutarato como cosustratos
para la transaminacién. Una vez formado el 4cido kinurénico es liberado al
espacio extracelular (Hodgkins y Schwarcz, 1998a, 1998b).

Los cuerpos cetdnicos como el acetoacetato pueden reemplazar a la
glucosa como la principal fuente de energia cuando héy una alteracién del
metabolismo energético como es el caso de la isquemia y la hipoglicemia {Nehlig

y Pereira de Vasconcelos, 1993). El efecto protéctor de los cuerpos cetonicos
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como el acetoacetato también puede explicarse por: 1) un aumento en la
concentracion local de piruvato, el cual resultaria de {a inhibicion de la piruvato
deshidrogenasa por el exceso de aceti-CoA (Hodgkins y Schwarcz, 1998b) y 2)
por un aumento en la sintesis de GABA y disminucion en la sintesis de
aspartato. Los cuerpos cetdnicos se convit_erten en aéetiI-CoA' la cual se
condensa con el oxalacetato para formar citrato. Si esta reaccién se favorece
disminuiran las pozas de oxalacetato y por lo tanto la transaminacion del Glu al
aspartato y a-cetoglutarato. Si el Glu no esta disponible para esta reaccion,
entonces habria mas glutamato disponible para la sintesis de GABA por la
glutamato deshidrogenasa (Daikhin y Yudkoff, 1998).

Numerosos reportes en la literatura demuestran el papel del estrés
oxidativo en el dafio neuronal inducido por Glu e inhibidores rhitocondriales.
Ademas, la autooxidacién del transporte de electrones induce la produccién de
especies de oxigeno reactivas (Lafon-Cazal et al, 1993; Dugan et al, 1995;
-Gunaseker et al, 1995; Alexi et al, 1998; Murphy et al, 1999). En el presente
trabajo se sugiere que la produccion de radicales libres participa en la cadena de
eventos que llevan a la muerte celular ya que la vitamina E y el PBN mostraron
un efecto protector contra el dafio celular producido en nuestras condiciones
experimentales. Se ha demostrado ampliamente que la vitamina E {a-tocoferol)
evita la lipoperoxidacién (Diplock, 1997, Hall, 1897) y tiene un efecto protector
contra la toxicidad del Glu y el daﬁo neuronal y mejora los déficits de memoria y
aprendizaje inducidos por péptido B-amiloide, ademés de evitar la apoptosis que

ocurre espontaneamente durante la maduracion de las NGC {(Ciani et al, 1996;
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~ Yamada et al, 1999 Mason et al, 1999). El PBN, es un atrapador de radicales
libres que protege contra el dafio oxidativo; el PBN interacciona con las
moléculas que tienen un radical libre formando un compuesto méas estable
llamado spin aductor (Thomas, 1997). Nuestros resultados estan de acuerdo con -
otros estudios que han mostrado un efecto protector del PBN contra el dafio
producido por el 3-NP y el malonato (Schulz et al, 1996; Olsen et al, 1999).

t.as lesiones inducidas por el Glu y las asociadas a la isquemia cerebral
han sido vinculadas a la activacion de CCDV. en particular los tipo L, (Choi,
1988; Stuiver et al, 1996; Pisani et al, 1997; Leski, 1999). En el presente trabajo
se observé que la administraciébn de la nitrendipina y la nimodipina,
blogueadores de estos canales, no previenen la muerte celular producida por el
3-NP+PDC, por lo que es posible que de existir un_aumento en la concentracion
de calcio intracelular asociada a la muerte celular en nuestro modelo ésta se
deba a su entrada por los receptores glutamatérgicos tipo NMDA. En este
sentido se ha propuesto gue la via de entrada del calcio y no ensi el aumento de
su concentracion intracelular, es el factor determinante para la vulnerabilidad
neuronal a la toxicidad de este cation (Sattler et al, 1998; Peng y Greenamyre,
1998).

La inhibicién de Ja funcidn mitocondrial por el 3-NP puede conducir a la
activacidn de los receptores NMDA ain en presencia concentraciones bajas de
Glu produciendo un dafio neuronal similar al isquémico a través de un
‘mecanismo de exitotoxicidad secundaria anteriormente explicado (ver muerte

celular por isquemia en la Introduccion). De acuerdo a esto, se observé una
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notable proteccién con los antagonistas glutamatérgicos, en particular con el
MK801. La administracién de antagonistas glutamatérgicos es muy eficiente para
contrarestar la pérdida neuronal in vivo e in vitro en modelos de isquemia
cerebral y de excitotoxicidad (Simon et al, 1984; Wieloch, 1985; Sheardown et al,
1990; Massieu y Tapia, 1994, Vornov et al, 1995); sin embargo, su
administracidn con fines terapedticos puede producir efectos secundarios como
la hipertension, la sedacidn y la ataxia (Holt, 1997). Por esta razdn es necesario
buscar otros mecanismos que permitan contrarestar la pérdida neuronal
asociada a la isquemia y a las enfermedades neurodegenerativas. En este
sentido la administracion de sustratos energéticos puede representar una nueva
estrategia terapedtica. |

La interpretacion de nuestros experimentos podria ser 1a siguiente: un
desacoplamiento en el metabolismo energético mitocondrial inducido por el 3-NP
predispone a las células granulares a la néurodegeneracién inducida por Glu. En
una primera fase la disfuncién mitocondrial por el 3-NP produce una disminucién
en la concentracién intracelular de ATP y como consecuencia la disrupcién de
los gradientes idnicos mantenidos por la actividad de las ATPasas de Na'/K' y
de Ca®, Esto causaria la activacién de los receptores NMDA y la generacion de
especies reactivas de oxigeno y una alteracién en la homeostasis de la [Ca?').
Adicionalmente el Glu extracelular acumulado en e! medio debido a la presencia
del PDC sobreestimularia et receptor NMDA aumentando atin mas la [Ca®),

produciendo un dafio excitotdxico.
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' Ademas, la exposicién directa a Glu en cultivos primarios de cerebelo
produce una reduccion en los niveles de ATP (Marcaida et al, 1995). En este
sentido se ha demostradc que la activacion prolongada de los receptores NMDA
genera una sustancial despolarizacién mitocondrial que correlaciona con un
incremento en la [Caz*i] y-la muerte celular. Se sugiere que el incremento de’
Ca® inducido por el Glu puede ser una consecuencia de la disfuncion
mitocondrial (Schinder et al 1996). Por lo tanto, la falla mitocondrial puede j'ugar
un papel esencial en la degeneracidn excitotdxica y pqede predisponer a las
neuronas a la toxicidad de! Glu, a su vez, el dafic excitotéxico puede contribuir a
la falla mitocondrial generando un circulo vicioso que lleve a la muerte celutar
(Fig. 11). “ | |

En el presente trabajo se deéarrollé un nuevo modelo experimental que
involucra dos eventos que ocurren durante la isquemia: lar disfuncion de la
respiracién mitocondrial y liberacion de Giu en cultivos neuronales. Los
presentes datos sugieren la convergencia de tres eventos durante la isquemia: la
disminicion de ATP, Ié produccién de’ radicales libres y la cumulacién de Ca?*
intracelular a través del receptor NMDA; y 1a posibilidad de evitar la muerte

neurcnal mediante sustratos energéticos alternativos a 1a glucosa.
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Figura 11. Representacién esquemética de los posibles eventos celulares
_involucrados en el dafio inducido por el 3-NP+PDC en NGC. Los receptores
AMPA, NMDA y metabotrépicos (metabo), son los tres principales subtipos de
los receplores a glutamato representados en la neurona polsindptica. Los
transportadores de glutamato GLAST y GLT-1 son predominantes de las células
gliales mientras que el transportador EAACT es localizado principalmente en las
neuronas. El incremento en la [Ca**] y la falla mitocondrial asociadas a lé
excitotoxicidad o a la excifofoxicidad secundaria podrian fener un papel
fundamental en la muerte de las células nerviosas (ver texta). La ubicacién de
las diferentes drogas utifizadas en nuestro modélo para inducir el dafio y la

proteccién son sefialadas entre paréntesis.
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VIl. CONCLUSIONES

1.- Las NGC son resistentes a la toxicidad del Glu extracelular acumulado al

inhibir sus sistemas de recaptura con PDC.

2.- Estas células se vuelven susceptiblés a los efectos toxicos del Glu cuando
sus niveles energéticos se encuentran disminuidas por la presencia del 3-NP o

la AS en concentraciones en las que no producen daio celular.

3.- La neurodegeneracion producida por la coincubaciéon de 3-NP+PDC no se

debe a un incremento adicional en la acumulacion de Glu extracelular.

4.- La coincubacion de 3-NP+PDC reproduce dos eventos que se generan -
durante la isquemia, esto es: la disfuncion del metabolismo energético
mitocondrial y la acumulacién de Glu extracelular, por lo que se propone como

" un modelo in vitro de isquemia cerebral.

5.- El dafio es exclusivo de las células neuronales-ya que la administracion de 3-

NP+PDC no produce ninguna aiteracion en cultivos puros de células gliales.

8.- El dafo producido por el 3-NP+PDC puede ser revertido por inhibidores del
estrés oxidativo, antagonistas de los receptores glutamatérgicos y sustratos
energéticos como el acetoacetato y el piruvato los cuales podrian ser utilizados

eventualmente como agentes terapeuticos.

7.- Los presentes datos sugieren que en nuestro modelo isquémico convergen

tres eventos: la disminucién de ATP, la produccién de radicales libres y la
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cumulacién de Ca®* intracelular a través del receptor NMDA los cuales
contribuyen a la muerte neuronal. La secuencia en que se presentan estos

eventos y la contribucion de cada uno de ellos a la muerte todavia no se conoce.
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