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1 FRANSMISION SlNAPTlCA GLUTAMATERGICA

ﬁmnmm

" Desde que los trabajos de Santiago Ramén y Cajal en 1906 demostraron, con ayuda
de Ia'técnica de impregnacion argéntica, que la neurona es la unidad estructural del sistema
nérvioso, humerosos estudios nos han llevado a conocer y comprender un poco mds sobre
su funcionamiento, incluyendo de manera primordial los mecanismos involucrados ¢en la
comunicacion interneuronal. Esta comunicacion se lleva a cabo en una estructura especifica
llamada sinapsis, la cual esti conformada por una:estructura cncargada de emitir la
informacion, la presinapsis, y por una estructura receplora que responde ante el estimulo, la

. poslsmapSIs.
Ln el suslcmu nervioso podemos encomrar dos llpOS de transmision sinaptica, la
clcclnca y la qmmlca. En la primera, las celulas pre- y poslsmapncus se encuentran unidas
: '\por canulcs protclcos llamadas conexinas, las cualcs permnlen el paso directo de la corriente

clectrlca (Kandel y Siegelbaum, 2000). En la segunda, en camblo, las neuronas emisora y

: reccplora se encuentran separadas por el espacxo sindptico, por lo que es necesario que un
compucsto quimico, el neurotransmisor, sea liberado de la presinapsis en un sitio especifico
'vllamhdo zona ‘activa, para que difunda y llcgﬁc a la postsinapsis ¢ interactiie con proteinas
. integrales de la membrana que reconocen especificamente al neurotransmisor, denominados
receptores. En los mamiferos, las sinapsis quimicas constituyen mis del 98% del total.

La comunicacién interneuronal en las sinapsis quimicas comienza cuando la
neurona emisora gencra un potencizil de accién, como respuesta a estimulos recibidos, v
éste se propaga a lo largo de su axén hasta la terminal presindptica. Como consecuencia del
potencial de accién, la membrana celular. se desbolariza, ocasionando la apertura de los
canales de Ca?* sensibles a voltaje que se encuentran en las zonas activas. La entrada de
Ca?* aumenta la concentracién inlracelul’m; de este ion, lo que incrementa la probabilidad de
que las vesiculas que contienen el neurotransmisor, previamente sintetizado y almacenado;
se fusionen con las zonas activas dé‘lh mémvbl;;ina' presindptica, ocasionando la liberacion de
las moléculas al espacio sindptico,-El ﬁcu@imnshliSOf difunde una distancia de 20 40 nm

hasta unirse a los receptores especificos  que. se - encuentran principalmente en la
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postsinapsis. Esta unién activa a los receplores desencadenando 1a siguiente fase de la
comunicacién nerviosa. R : )

En la actualidad se sabe que existen diversos tipos de receptores; sin eh1bargo,
podemos agruparlos en dos grandes categorias: los ionotrépicos y los metabotrépicos.” Los
primeros son macromoléculas catalogadas como canales idnicos, debido a que constituyen
al canal en si, cuya region mds externa sobresale de la membrana hacia la.hendidura
sindptica y esta especializada en el reconocimiento del r)éurdtransmisor. La activacién del
receptor ocurre cuando el transmisor se une a él y la ‘macromolécula sufre un cambio
conformacional que resulta en la apertura del canal; péﬁﬁitiendo el paso a cationes o
aniones para los cuales es selectivamente pcrmeable. Lo amenor se traduce en excnacxon,
si el canal permite la entrada a cationes, o mhlblmén 'si son aniones los que pasan hacna el -

interior-de la célula. A diferencia de los receptorcs lonotréplcos. los metabolréplcos no :

forman parte de un canal, sino que son mncromoleculas que acluan desencadenando

inhibidores los otros dos.
Acido glutiamico

La sintesis del dcxdo glutamlco sc llcva a cabo n la tcrmmal snnnpucu' Ia glutamlna,~ e

principal precursor dt. Ia poza de glutumato hbemble como neuro(ransmlsor, se hldrohza v

6 fosf'uo, dando como resultado ac1dob

por la accion de.la” gulammasa.dependlen

glutdmico y amonio. (Ddikhin'y qukdff, k200'0).>, Debido-a que el glutamato se sintetiza en




‘el éiloyplasma, se requierc ‘de un mecanismo- de: transporte activo para acumularlo en
vesfculas, es decir, por medio de un gradiente electroquimico de protones generado por la
ATPnsn vesicular dependiente de Mg?* (Fonnum et al,.1998). Como se habia mencionado,

‘ Ia llegada del potencial de accién a la terminal sindptica inicia la exocitosis, es decir, el
proceso de liberacion del neurotransmisor, ya que la desbolarizacién de la membrana abre
los canales de Ca?* sensibles a volitaje, siendo los del tipo N y del tipo P los involucrados en
el proceso neurosecrctor del glutamato (Turner, 1998). También algunos receptores
metabotrépicos que reconocen al amdo (,lulnmlco se encuentran en la presinapsis
modulando la liberacion de este ncurotransmlsor (Gereau et al, I995 Cartmell y Schoepp,

2000). La relacién entre la entrada de C 2t

Y la llberamon del neurolransmlsor es a través

de las sinapsinas, que son protefnas nsocmdas con Ia supcrﬁcle de las vesiculas s:napucns

que contienen al glutamalo, las ‘cuales son rcguladas por fosfonlacmn en respucsta a

2+

cambios en las concentraciones 1mracelularcs dc Ca (Jovanowc ct al 2001) Esto permite

la fusnon de las vesiculas con la membrana prcsmaphca Y, por consccuencm, Ia llberaclon

del neurotransmisor.

En las sinapsis glutamatérgicas se pucden encontrar vanos llpOS de reccptores, tres -
de tipo ionotrépico y los mctabotropxcos Los pnmeros mducen una transmlsmn sinaptica -
rapnda, mientras que los segundos, debido a’ que su accxén es.a lravés de segundosv :
mcnsajcros, modulan la transmisién sindptica lenta. Los receptores lonotroplcos reciben su
nombre de acuerdo a su sensibilidad farmacoldgica, es dccnr, en funcmn al agonlsla que los
activa con mayor selectividad. Estos receptores se dividen en: NMDA por rcconocer al N-
lell D-aspartato, y los no-NMDA, que incluye a los que ucncn scnsxblhdad por. el acido

: a-am|n0-3-hldroxx-S-meuhloxazol-4-proplon|co (AMPA), y al acxdo kaimco (KA). Los

metabotrdpicos se dividen en tres grupos (grupos I-11I), co_n bas; gn su es;ructura molecular
= y. homologia de secuencias, mecanismos de transduccion y faéniagolbén’a (Nakanishi, 1994).
El grubo I, donde se encuentran los subtipos mGlul y mGIuSV,' ééfzi Iigado positivamente a
la fosfolipasa C, la cual causa la hidrolisis de fosfoinositidos en diacilglicerol (DAG) ¢
inositol '1,4,5- tnfosfato (IP3), que se une a receptores en el reticulo endopldsmico y, en
'ii'consccuchIa, ocasmna la liberacion del Ca®* desde esta estructura intracelular. El grupo 11
,I(mGlu2 y mGlu3) Yy el grupo 11 (mGlu4 mGlu6, mGlu7 y mGlu8) se encuentran acoplados

ncg\lxvamcmc a Iu adcmlato cnclasa, por lo que la activacidn de estos receptores provoca



~ glutamato y la ghcma para la activacion del receptor El sitic

una 1nh|b|c|on de Ia formacxon de AMPc esumulada por forskolma (Canmell y Schocpp, =
2000) . S ; . :
) Los ru:cplorcs AMPA y KA son selccllvamcntc pcrmeables al Na y al K y cwrlos
ﬁubllpos del receplor AMPA puedcn ermmr Ia enlradn de - C'l 3 Eslc rcccplor csm :
compuesto - por cuatro subumdades, GIuRl-4 las cuules pueden formar compleJos

homoméricos o heteroméricos. Se conocen cmco subumdndcs dcl receptor KA, GluRS 1y

KA1-2, y se picnsa que se presenla como complejo hclcromcnco compuesto de por lob

menos dos subunidades dlferentes A pcsnr dc estar‘amph'\memc dlSll’lbuldOS en el snslcma',
nervioso central (SNC), los rcccptorcs KA son “menos: abundanlcs que los AMPA o
(Wenthold y Roche, 1998) : ‘ :

El cnnal mlcgml del receplor NMDA es’ nltamente pcrmeable al Ca®, aunquc

también permite la entrada a Na y a K+ (Nakamshl, 1992). .Este receptor se” encuenlra
estrictamente rcgulado ya que ticne cmco diferentes sitios de unién a ligandos endogenos '
que mﬂucncnan la probablhdad de: apertura del- canal. Dos de. ellos son smos de.
reconocimiento al glutamato (agomsta) y a la glicina (modulador posmvo), otro es un smo i

rcgulado por pollammas ylos dos restantes son sitios de reconocimiento al Mg y al Z_n

los cuales actiian como mhlbldOl‘CS cuando se encuentran umdos al receplor

La gllcmﬂ se denommn coagonista, ya que es nccesano Ia

rcccplor NMDA es famacologlcamemc distinto al que se encuenlra

acuvado por ghcma Las pohammas, como la cspermma y espcrm:dma,‘ no ‘se requleren 3 o

para la activacion -del receptor; sm cmbargo, a’ concentracloncs mlcromolares son'

moduladores posmvos, ya. que aumentan la OSlbllldad de npcrtura del canal Por el

contrario, si se encuentran a concemracnones mas nltas las pohammas producen un bloqueoi,

del canal iénico dependiente de Yoltgje, nh
Bennett, 1994). o
La activacion del reccptor NMDA cs m}nbxda por el Mg?*, ya que su sitio de uniéﬁ;

lendo a ncuvacmn del receptor (Dmgledme ¥y

se encuentra dentro del canal El bloqueo qercndo por este catién en ¢l canal ablerto es™.
dependiente de voltaje, por lo quc cuando se despolariza la membrana por la entruda de Nn .
a través de los receptores AMPA y»KA, el Mg? se desprende del canal. Otro bloqueador
cndégeno es el Zn?, pero a diferencia del Mg?*, ¢l bloqueo ocasionado por este ion es cast

independiente de volanc (Dmglcdlnc y Bennett, 1994).

vel rcceptor mhlbldor e



Al lgual quc cl reslo de los receptores al x,lulamalo. los dc tipo NMDA estan :
fornﬁldos por. varms subumdades NR1(con ocho’ isoformas), una familia - de cuatro :
subumdades NRZ (A D) y dos subumdades NR3 (A'y B). Todos los receptores NMDA
Tuncionan " como cnsamblcs hcteromencos formados por muluph,s subunidades NR1 en
combmaclon. por o mcnos, con un upo de las subunidades NR” Las subunidades NR3,
por s{ solas, " no- forman rcccptores funcionales, pero sc.pueden coensamblar con los
- k:,complejos_N,R,l/N_RZ (Cull-pandy et al, 2001). La combinacién de las distintas subunidades
e éonﬁc}c nl'rccepior una gran variabilidad funcional cﬂ las propicdades electrofisioldgicas
y' farniac_olégicas, lo que determina diferencias en afinidad por los agonistas, sensibilidad a
“llos én;dgonislas, cinética-de la respuesta y sensibilidad al bloqueo por Mg?* (Nakanishi.
1992),

» Estudios moleculares con ¢l mRNA de las diferentes subunidades en el cerebro de la
rata adulta demostraron que la subunidad NR1 se encuentra en prdcticamente todos los
tipos celulares de todas las regiones cerebrales." El mRNA de la subunidad NR2A se

- expresa principalmente en la corteza cerebral y en el hi‘pdcumpo, mientras que el mRNA de
subunidad NR2B se distribuye en ¢l cerero anlverio“f' En cI cerebelo predomina el mRNA
de la subunidad NR2C y en las regiones del dlenc‘ fal ) y el ral
la NR2D (Nakanishi, 1992),

El hecho de que el receptor, NMDA tenga dlferenles mecamsmos para su activacion

lo ‘cércbral bajo se encuentra

y su modulacion es una prucba de su (,ran importancia en los dlversos procesos ‘en los que

esta involucrado, Uno de los:: mecamsmos 1mponantes en la ‘regulacion de los

receptores es.la fosforllaclén, ln cual cs revers:ble y puede ocasnonar cambios prolongados
en la funcién del receptor (Raymond et al 1993) Sc han enconlrndo varios sitios en los
cuales las dxstmlus subumdades del receptor NMDA pueden ser fosforiladas (MacDonald et

al, 1998) Este punto se dlscuuré mas ampllamentc en la seccién de Antecedentes.
: Excitbtoxiciddd i

+El prmcnpal neurotransmisor excnador del snstcma nervioso_central (SNC) de los
mamiferos es ¢l glutamalo, el cual partnctpa ‘en gran variedad de proccqos, tales como’ el
desarrollo y la maduracion de las neuronas, la percepeién, el conlrol motor, la memoria y el

aprendizaje. Es por eso que alteraciones en el funcnonammmo normnl de.la actividad
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glutamatérgica sc ven reflejadas o involucradas en la . fisiopatologia de diversos
padecimientos neurolégicos, tanto de tipo agudo como crénicos, tales como la isquemia y
el trauma cerebrales, la cpilepsia y varias enfermedades neurodegenerativas, como la de-
Parkinson, Alzheimer, Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica (Massicu, 1999; Tapia
ct al, 1999). ‘

Un factor comiin en cstos padecimientos neuroldgicos es una excesiva excitacion
mediada por glutamato (Obrenovitch y Urenjék, 1997), la cual desencadena una scrie de
mecanismos celulares que llevan a la muerte neuronal. Este proceso se _convoccvcorrnoA‘
excilotoxicidad - y depende principalmente del funcionamiento de los kreceploryésb ‘
glutamatérgicos.

También se acepia que el dafio neuronal excitotéxico se debe, al menos en parié, a
un auniémo en la concentracién intracclulur de Ca®" ocasionado, mlcmlmeme, por uné :
excesiva entrada de este ion por los: canales de calcio dependientes - de vollajc, ‘el

mlercambxador Na*/Ca?* -y principalmente por los receptores NMDA (Massucu, 1999) .

Posteriormente, -este_incremento en la concentracién de Ca?* se ve ampllf' cada po

' mecanismo denominado liberacién de Ca?* inducida por Ca®, en el cual cstc lon e

r@s'

gllberado del reticulo endoplasmico (Reynolds, 1998). La acuvaclén de los’ recept

metabotrépicos también contribuye al incremento en las concentrac:one de.cste cauon, ya..

que el IP; estimula su liberacion de pozas internas. Toda esta acumulac on de Ca
conduce a la activacién de diversas enzimas: 1) las proteasas, cuya funcmn es dcz,radar
proteinas estructurales provocando dafio celular; 2) las fosfollpasas. las cuales contnbuyen
al rompimiento de la membrana y a la liberacién del acido araquldémco, cuyo metabc_)llsmo
" favorece la produccidn de radicales libres (Massieu, 1999); y 3) las cndonuc]easas, que se
encargan de la degradacion de los dcidos nucleicos (Tapia et al, 1999). »
Existen, ademas, varios mecanismos mediante los cuales ocurre dafio mitocondrial
depéndieme de calcio, como la generacion de especies reactivas del oxigeno, transporte de
este catién hacia el interior dc la mitocondria y la consiguiente despolarizacién de la
mcmbrana.milocondrial. Todos los procesos descritos se potencian uﬁbs_a otros en una

e rclhcién de'eventos que lleva a la muerte ncuron::;l (Tapia et al; ‘1999).'



2 FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION DE PROTEINAS

En el sistema nervioso, -1a*fosforilacién de proteinas es un mecanismo clave en la
plasticidad neuronal, ya que regula desde receptores y canales iénicos, vias de transduccion
“de senales, y sintesis y liberacion de neurotransmisores, hasta la expresion de genes en el

J"Vm'lcleo que son la base de los cambios sindpticos ligados a la memoria y el aprendizaje de

- l'\rgo plazo (Schulman. 1995)." En este mecanismo de regulacion celular participan cinasas

: ,de proteinas (PKs), cuya funcion es fosforilar regiones especificas de una prolema. y las

e fosfatasas de prolcmas (PPs), las cuales climinan ¢l grupo fosfato. Este grupo se encuentra
_cargado negativamente, por lo que la fosforilacién de una proteina altera la carga de ésta, lo

cual puede cambiar su conformacion y, por lo tanto, regular su funcién.

Cinasas de protc‘ly"n s ‘

Debido a su estructura solo tres res:duos de mmnoéctdos pueden ser fosf‘onlados

-por las cinasas de protcmas, la serina; la lreonma yla nrosma Con base en lo anterlor, se
clasifican en cmasas de protemas de’ senna/lreomna, y Ias cmasas de proteinas de urosnna
En todos los casos, estas cnzimas catalizan la transferencxa del grupo fosfato ¥- termmal del
ATP al grupo hidroxilo del residuo de nmmoacndo rcspecuvo para lo cual se requlere de

*. (Nestler y Greengard, 1999). En: muchos casos, las cmasas de prolemas de

serma/treonlna son activadas por segundos mcnsajcros, y: es a pamr de estos que s€: . -

‘ constituye una segunda clasificacion de ellas A conllnuaclon se menclonan algunus de las o
mas importantes. : ‘ : :
Cinasa de proteinas dependmme de AMI’ ctchco (A Ml’c) (I’I\A )

E!l AMPc ¢s un se;,undo mensajero que se produce a partir del ‘ATP porla accxon‘dc L

la adenil ciclasa, y es responsable de la activacion de la PKA Esta proteino cmasa es un', :
»tetrdmero formado por dos subunidades reguladoras (R) y dos catalmcas (C) La union del
“AMPc con las subunidades R ocasiona la disociacién del tetrdmero y. la llberag:lon\‘de las -

-subunidades C activas. Los substratos de la PKA son receptores, canales iéﬁ_ig:o; Scnsibleé a’
4 voltaje, proteinas citosdlicas y factores nucleares de lmnScripéién (Zfrﬁiﬁenﬁann, I993).*' i
Cinasa de proteinas dependiente de GMP ciclico (GMPc) (PKG)' o



Esta cnzima esti compuesta por un dimero de subunidades idénticas, las cuales
ticnen un dominio regulador, donde se une el GMPc, y un dominio catalitico. A diferencia
de la PKA, la activacion de la PKG no va acompaiiada de la separacién de las subunidades.
Esta proteino-cinasa muestra una distribucion celular limitada y menos sustratos especificos
que la PKA (Nestler y Greengard, 1999).
Cinasas de proteinas dependientes de calcio y calmodulmu (CaMKs)

La calmodulina, pequeiia proteina dcida, es capaz de unir cuatro iones de calcno,'
formando ¢l complejo responsable de la activacion de este grupo de enzimas. EI ccrcbro

conticne al menos seis tipos de proteino-cinasas dependientes de Ca’ '/calmodulma, cada:,‘k

una con propncdadcs muy diferentes. Las CaM cinasas I, Il y IV poseen un dommlo :

autoinhibidor, el cual interactia con ¢l dominio catalitico, mnntenlendo la ‘nz

(7|mmermann, I993) La CaM cmasa l 'uene una ampha dlslnbucxon ncuronal

tres tipos de las CaMKs bré;tdﬁt: kl's cuales ‘tienen muy pocos sustratos, ‘por: lo que‘:'f ‘
modulan pocos procesosrcgiilﬁaos;por Ca**.en elsnstema nervioso (Nestler y_Grccpg;xrd, P
1999). : ' ' R

Cinasa de proteina C (PKC

Esta “enzima. cs . actlvada por:

lcxo conjumamentc con dmcnlghcerol (DAG) y i

fosfolipxdos (gcneralmentc fosfaudllsenknn) Existen por lo menos siete form'ls de la PKC

las cuales exhiben una dlsmbucxoh dlfefenlc en el SNC y diversas propledadcs reguladoms




Estas tltimas difieren en la habilidad que tienen ¢l DAG y el Ca®* para activarlas. La cinasa

de proteina C'es una cadena polipeptidica compuesta por un dominio regulador, el cual se

une e inhibe al dominio catalitico, La unién del calcio y/o el DAG con el primero induce la

liberacion y.activacion del segundo. Muchos de sus sustratos se encuentran en la membrana
: plasmatica, incluyendo receptores y canales idnicos (Nestler y Greengard 1999).. ‘ -
" Cinasas de proteinas de tirosina (PTKs) ) -

Menos del [% de la fosforilacién de prolefnas ocurre en urosmas Posnblcmenle por‘ :

“esta razén fueron descubiertas hasta 1979 en el antigcno T del pohoma v1rus Estas enamas S

se han clasificado en proteinas ClnﬂS'lS de urosma de rcceplor (RPTKS) y no de reccplor:
(NRPTKs). Estas ultimas se encuentrnn en‘la cara m(erna de la: membrzma phsmauca
‘Scr, Jak, Abl Tec, y Fak.

Las RPTKs se clasifican en 14 famlhas mcluyendo el recepto dcl fac or de crecnmlen103

citosol, membranas endosomales 'y nucleo. Algunas de ellas son'

epidermal (EGFR), rcceptor del fuctor dc crccxmncnlo ﬁbroblasuco (FGFR) y receplor delr

factor de crecimiento nervnoso (NGFR) entre otros (Lnu y. Hugamr, 1999)

Fosfatasas de proteinas . .. 7 0

‘El‘ balance que'existé enlfe la actividad de las cinasas de proteinas y la actividad de
las fosfatasas de protefnas 'cks elkresponsable de la modulacion de diversos procesos cn el
sxslema nervioso. Una vez que el grupo fosfato se encuentra unido al sustrato proteico, las

‘ PPs calallzzm la lndrohsns del enlace fosfoester. Al igual que las cinasas, estas enzimas sc
clasifican de acuerdo con el residuo de aminodcido que desfosforilan: las fosfatasas de
‘proléinns de serina/treonina y las fosfatasas de proteinas de tirosina. Dentro del primer
‘grupo - se ‘encuentran las fosfatasas de proteinas 1 (PP1), 2A (PP2A), 2B (PP2B) o

. calciﬁeurina. y.2C (PP2C), asi como la PP4 y PP5, de las cuales poco se conoce. El

ééguﬁdo ‘grupo comprende fosfatasas de especificidad dual, es decir, aquellas que

*desfosforilan- tanto a residuos de serina/treonina como de tirosina, y las fosfatasas de

: pfotefnas‘ de tirosina (PTPs) (Bradford, 1995).

L F asfnrasas de proteinas de serina/treonina

Los subtipos de este grupo de- cnznmas han sido ‘clasificados con base en su
especificidad por el sustrato, su rcgulacnon ‘por’ los_inhibidores y sus requerimientos

“catidnicos (Nairn y Shenolikar, 1992). quos los miembros de esta familia comparten un.




alto nivel de identidad en la secuencia de los dominios cataliticos. La PP1 y la PP2A se

presentan como complejos de alto peso molecular combinando subunidades cataliticas y

reguladoras, lo que determina la unién especifica del sustrato y la modulacion de la

actividad catalitica (Bradford, 1995). La PP2B o calcineurina es activada directamente por

calcio/calmodulina a concentraciones micromolares (Zimmermann, 1993) Estudios *

inmunohistoquimicos han revelado que csla enzima se encuentra en grandes canudades cnv

el putamen caudado, hipocampo y sustancia negra (Nzurn y Shenollkar, 1992) El dommo:'

catalitico de este grupo de enzmns cesta formado por._un sitio mclallco dmuclear (e ‘cua15 .

consiste de Mn?* y Fe**™ en'la I’PI y de an' y- Fc’f en la PPZB) encargado de un

carbono termmal de dos laminas B. Cada uno de estos 1ones metall

oxigeno del grupo fosfato y. su funcxon es fac:hlar la desfosfonlacton de lres maneras" :

orientando el sustrato, aumentundo la clectroﬁlm del fosfato y activando una molecula de'

agua para ocasionar el ataque nucleofilico del sustrato (Bradford, 1995).

Los mecanismos de regulacion de las fosfatasas de proteina 1 y 2B se di\'ideh en:
tres categorfas: fosforilacion de las subunidades reguladoras, modulacién por cnlcxo y"

regulacion a través de cambios en la localizacion subcelular de la fosfatasa y/o el suslrmo !

(Winder y Sweatt, 2001).

A pesar de que no se conocen activadores de la PP1, se sabe que es:regulaatifpor.

inhibidores endégenos: inhibidor 1 (I-1), inhibidor 2 (I-2), fosfoprotgina'freguladd,pbr
. dopamina y AMPc (DARPP-32) y el inhibidor nuclear de la Pl’l',(NlePl).'_Esﬂtyés cuatro
inhibidores son proteinas de bajo peso molecular, solubles en’ dcido,: lcrmoeétablcé y

 : exhiben cierta homologia en la composicién de sus ammoacxdos (Ncstler y Greengard

E 1999) La fosforilacion del I-1 y de la DARPP-32 por la PKA es necesaria para su actividad-

; ‘fﬁmlnb’ltona, y ambas son selectivamente desfosforiladas por la PPZB:V(W!nder y Sweatt,
2001) Por cl contrario, la fosforilacion del [-2 y del NIPP se traduce en iknag:livacién de su
;acclon inhibitoria. o

Ademds de los inhibidores enddgenos, se han encontrado toxmas permcables a la

~-’mcmbrana celular, como el dcido okadaico y la caliculina, los cuales ejercen una potemc‘

: mhlbncnon sobre las PP1 y PP2A. Farmacoldgicamente la PP2B dlﬁcre de estas ultxmas, yau' :

”quc es. insensible a la mayorin de sus inhibidores (Wmdcr y Sweal

lnmunosuprcsorcs como la ciclosporina A y FK506. los cuales son denvados mxcroblanos, o

~acthian como' inhibidores de la calcineurina, umcndosc eslablcmente a csu\ y formnndo

‘s se une con h R



as” (llunlcr 1995)' El
PPZB a allas

ortovandato y el " dcido okadmco son’ z\mblcn lnhlbldorcs de’ la

concentraciones.

procesos celulares (Bradford, 1995) La fosforllaclon de urosmas esta mvolucrada en cnda

etapa del desarrollo ncuronal asi como en In transmlslon smaptwa ya que reccptores como.
los de acetilcolina, el NMDA- ¥ el GABA,\ son fosfonlados cn rcs:duos dc urosmas (Ncsller
y Greengard, 1999).

Acido okadaico

. Esta toxma es un pohctcr de acidos grasos de Csg (ﬁg l) e‘(tralda de esponjas
“.marinas como Halwhandr:a okadait y Halwhandrm melanodocm, las cuales se alimentan
: dee los dmoﬂagelados quc la producen (Cohen, 1990) lmcmlmen(e el 4cido okadaico’

- (OKA) fue dcscubxcrto como un promotor de tumores; sin embargo, mas tarde se demostrd

‘ "'vquc a diferencia de otros tipos de promotores de tumoxcs, el OKA no activa la PKC; sino

: kqucfbl'oqukca'lz\ desfosforilacion de gran variedad de proteinas (Hunier, 1995). Lo anterior
‘llévé a postular que su mecanismo de accién es a través del bloqueo de fosfatasas de
_proteinas. Diversos trabajos han demostrado que la PP2A es la més sensible a la inhibicién
pdr OKA, ya que la concentracion a la cual se obtiene un 50% de inhibicion (ICso) es de 1
nM. La PP] también cs inhibida a concentraciones nanomolares (10 — 15 nM), mientras que
“la PP2B tienc su ICsp a concentraciones de 4-5 uM. Otras fosfatasas de proteinas como la
-2Cy PTPs son insensibles a 10 uM de dcido okadaico. Los estudios de cmenca enznmnuca‘
‘muestran que esta toxina no cs un inhibidor competitivo, ya que no se unc al cemro
catalitico de las fosfatasas (Bialojan y Takai, 1988; Cohen et al, 1990).
Debido a su hidrofobicidad, el OKA puede entrar a la célula, por lo quc ;Suede serk»

una herramienta lmporlantc para el estudio tanto de los sustratos ﬁsnologlcos de las~




fosfatasas, como ‘de las consecuencias originadas - por- lln‘dgsbalancc cn-el ééladé ‘de' _'
fosforilacién "de diversas proteinas. Por su actividad inhibitoria, el OKA pr‘oduc{: “un
incremento’ en la fosforilacion de - canales' de sodio y calcio sc‘nsiblcs‘j “a "voliajcv, o
transportadores, receptores como ¢l NMDA, AMPA, GABA, y glicina, émré muchas otras
proteinas (Tapia ct al, 1999). En cultivos neuronales de cerebelo, debido a'las altcracionés
que se originan por cl aumento en la fosforilacién, el OKA puede producir neurotoxicidad
caracterizada inicinlmente por la desintegracion de las neuritas y un hinchamiento-de los
cuerpos celulares, scguidos de la muerte celular (Ferndandez et al, 1991). Después de un
tratamiento con esta toxini en cultivos celulares de corteza y de hipocampo, se encontré
una hiperfosfdrilncién de la proteina tau acompafiada por degeneracion de las neuritas y de

la estructura sinéptica (Aﬁas etal, 1993; Malchodi-Albedi et al, 1997).

Figura 1. Estructura del 4cido okadaico.

3 EPILEPSIA E HIPOCAMPO

Lél'ép‘i]épsié es un trastorno paroxistico recurrente del SNC, el cual se manifiesta
po‘r alteraciones eSlcreotipndas en el componni’nicntd, como resultado de una descarga
neuronal excesiva, hipersincrénica y autolimitada. Es considerada como un sindrome de
origen multifactorial, ya que pueden estar involucrados factores genéticos o metabélicos, o
factores asociados a traumatismos crdneo-encefélicos. La descarga anormal de las neuronas
se traduce en alteraciones eclectroencefilicas y manifestaciones clinicas que pueden ser
focales o gencralizadas, simples o complejas (Rubio, 1997).

Una de las dreas mas afectadas en la epilepsia es la formacién hipocampal (Feria et
al, 1997). Esta estructura cerebral pertencce al sistema limbico y comprende el giro

dentado, el hipocampo propiamente, ¢l subiculo, presubiculo y parasubiculo, y la corteza
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entorrinal. El giro dentado esta consulu1d0 por tres capas la capa principal lormada por
células granulares, la capa acelular molccular locallzada sobrc la capa principal, y cl hilus o
capa de células pohmorﬁcas, la cual se cncuenlra debajo de las células granulares. Estas
Gltimas son neuronas monopolares, y:\ ‘quc_, sus d;:ndmz\s emergen solo de la porcion
superior o apical del cuerpo celular, y sek[»)rnbyck:clun k,l_mci:a lzi capa molecular, Sus axones se¢
conocen como fibras nﬁusgosas‘y ‘se ;Srdye'cian hacia el hilus. Un grupo de neuronas
denominadas células musgosas, inervan la capa molcculur ipsilateral 'y contralateralmente.
Las células del hipocampo, en cambio, son multlpolarcs, ya que sus dendritas se extienden
perpendicularmente a partir del cuerpo celular en ambas direcciones, y se conocen como
células piramidales (Johnston y Amaral, 1998). Estas ncuronas forman sinapsis excitadoras,
ya que liberan dcido glutdmico de sus terminales sinapticas. De acuerdo a su tamafio y
nharicncia, las células piramidales se han dividido en tres regiones designadas CAl, CA2 y
CA3 (fig. 2). Las fibras musgosas del giro dentado inervan CA3, y esta region se conecta
con CAl a través de las colaterales de Schaffer. La region CAl sc proyecta hacia el
subiculum y las capas profundas de la corteza entorrinal. La region CA2 es controversial,
ya que tiene cuerpos celulares grandes como CA3, pero no recibe inervaciones del giro
como CAl. Tiene conexiones distintas a las otras dos regiones y posiblemente ta{nbiéﬁ

diferencias funcionales. En la epilepsia la pérdida neuronal de la regién CA1 con un dafio

Figura 2. Micrografia del hipocampo de una rata control. en la que se seiialan las
principales regiones mencionadas en esta tesis. CA1-3, regiones del cuerno de Ammon

(Hipocampo); GD, giro dentado; H, hilus.
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en CA3 ¢ hllus cs una ulleracnon morfologlca quc se encucnlra con g,ran frecuencna'
(Schcyur. 19‘)8) Dlvcrsos csludlos han demostrado quela- reglén CA2 parcce ser, en”
"cmnblo. mas n.snsu.nlc cn este sindrome (COI‘SC”IS y Burton, 1983) Olro grupo de n(.uron'\s

prc.suuc en, la formaclon hipocampal son las mlcrneuronas. “las cuales forman smapsns

GABAcr},lcas y llcnen regiones blanco -localmente rcstrmydas En el glro dentado estas
'ncuronns mhlbldoras se denominan células piramidales upo cannsta y sus cuerpos celulares
se Iomllzan enlre las células granulares y . las poliméficas. Las - interncuronas’ del
Inpocnmpo con sus cuerpos celulares en la capa de células plramldales, se clasifican en:'l)
nxo-axomcus, las cuales forman sinapsis con el segmento inicial de la neurona plramldal
: cJerclcndo un fuerte control sobre ¢l inicio del potencial de accién; 2) tipo canasla cuya;
: ‘smap5|s se-forma con el soma de las células piramidales; y 3) blestratlfcadns, las cualcs,f E
. fuencn contactos sindpticos con las dendritas apicales y basales de las neuronas plramldales
(Johnalon y Amaral 1998). -

“La comumcacnén que ‘existe entre las interneuronas y las celula‘ plramldalcs’

‘,mucstm una cstrecha relacién entre la actividad excitadora y la mlubldom. uando se’
“rompe ‘el equilibrio entre ellas, surgen desérdenes neurologicos: como la epllepsm. Una -
' ; ‘dlsmmumon en la transmision sindptica GABAerglca y/o un uumemo cn la glutamaterglca
v puede producu' una hiperexcitabilidad neuronal que da origen a descargas paroxnsucas. La
- neurodegeneracion del -hipocampo sc' asocia con la I'ormacnon aberranitc de cnrcullos
excitadores e inhibidores, los cuales pueden contribuir a la mlcmcnén y/o propagacnon de
' Ias crisis cpllepucas (Mathern et al, 1998).
Los receptores del glutamato juegan un papel muy importante en la epilepsia, ya
.que un incremento en las concentraciones intracelulares de calcio, originado por-una
excesiva activacion del receptor, lleva a una hiperexcitabilidad neuronal que puede estar

involucrada en el origen y la propagacién de las descargas epilépticas.



II- ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios sobre la epilepsia; sin embargo, falta: mucho por.
~estudiar tanto para entender sus mecanismos celulares y moleculares, como para | encontrar, -
“ tratamientos adecuados que puedan controlarla. El hipocampo, por ejemplo, cs la rc;,lon

o cerebral con el umbral mas bajo a la generacién de:crisis, las cuales’ son,- en. muchas

- ocasiones, las mas dificiles de controlar médicamente (Johnslon y Amaral 1‘)98) - -
Las descargas epileptiformes que se prcsentan en este sindromc Son moduladas, al,

' menos en parte, por los receptores NMDA (thal et al 1991) La admmlstracnon dL‘

agonistas, los cuales desencadenan fuertes convulsnones, y de antng,omstas cuyos efectos
anticonvulsivantes son notables (Chapman, 1998), aporlan evxdencxa 'sobre Ia parucnpacnon‘
del receptor NMDA en la epilepsia. Es por ello que’el estudlo de " los mccamsmos
involucrados en la modulacion de cste receptor ha adqumdo gran’ importancia. Como sc
menciond anteriormente, uno de estos mecanismos es la fosforilacion de las subunidades ‘
"qﬁe lo forman.. Diversos trabajos in vitro han demostrado que la fosforilacién aumentada
~idel 'rc’ccbtdr NMDA ‘se traduce en un incremento en la probabilidad de apertura del canal y,

'_por lo tamo, en‘un aumento en su actividad. Wang y colaboradores (1994) reglstraron

e ;canalcs NMDA en cultivos neuronales de hipocampo y encontraron que la probabilidad de

f"‘_;;\pcrlura del canal se reducia al aplicar la PP2A o la PP1 al medio, y que se‘incrementaba
“'con la administracion de 10 y 100 nM de OKA. En neuronas del SNC de ratas adultas
dirsociadas, Lieberman y Mody (1994) demostraron que la apertura del canal NMDA se

prolonga con la administracién de OKA al medio, en concentracnones que mhlbcn la PP2B.

Posteriormente, Liao y colaboradores (2001) encontraron que In PKC 'puede modular

directamente la actividad del receptor NMDA, debido a que fosfonl | ESVIdLlOS de sermn

1303 y 1323 que se encuentran en el cnrboxllo lermmal dc da subumdad NRZB lo que

conduce a un aumento en la corriente que pasa a través del canal

Arias y colaboradores (1998) myectaron actdo okadmco en cllhxpocampo de la rata,
in vivo, y estudiaron su neurodegeneracion en funcién al tlempo yla ydv95|s. Encont:aron que
a las 3 horas de haber aplicado la dosis mas alta (300 ng), ya- eran visibles cambios
morfologicos en las células piramidales, mientras que a las 24 horas Ia neurodegeneracion
cra muy cvidente. En cuanto a las dosis, observaron que con 50 ng se.indujo dafio cn CAl;

a dosis de 150 ng y 300 ng la muerte celular abarcd pricticamente toda la region CAl, v se
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extendid hasta cl hilus y el giro dentado. Posteriormente realizaron otros estudios en los
cuales inyectaron 300 ng de dcido okadaico en la misma estructura cerebral y observaron
crisis cpileptiformes y neurodegencracion, demostrando, ademas, que la subunidad NR2B
del receptor NMDA sc encontraba hiperfosforilada (Arias et al, 2002). Sin embargo, no hay
muchos trabajos acerca de los efectos del OKA sobre la liberacion del glutamato y otros
aminodcidos. Los estudios sobre este tema se han realizado in vitro y los resultados son
opucstos: Sim y colaboradores encontraron un aumento ¢n la liberacién de glutamato,
aspartato y GABA cnddgenos en sinaptosomas del cerebro anterior; por el contrario, otro
_grupo de investigadores reportd una inhibicion de la liberacién de acetilcolina estimulada

por despolarizacién en sinaptosomas de hipocampo (Vickroy et al, 1995).



L. HIPOTESIS Y OBIETIVOS

“Con base én los estudios anteriores se propuso la hipétesis de que el OKA no induce
~cambios en la concentracién extracelular de glutamato, sino que las crisis cp‘ilcptiformc's
son originadas porque el receptor al glutamato tipo NMDA se encuentra sobresensibilizado
como consecucncia de la hiperfosforilacion de una o varias de sus subunidades. Para probar
esta hipotesis sc desarrollo el presente trabajo con ¢l objetivo de determinar si la
concentracién extracelular del dcido glutimico, y otros aminodacidos, se modifica con la
administracién del OKA en el hipocampo de la rata, in vivo, y asi conocer si los niveles
basales del glutamato son suficientes para desencadenar epilepsia en ratas tratadas con
OKA. Inicialmente el desarrollo experimental de este proyecto sc realizo en ratas
anestesiadas por la facilidad de emplear la técnica de microdidlisis bajo anestesia. Sin
embargo, en estas condiciones la administraciéon del OKA no originé las. crisis
epileptiformes observadas en trabajos anteriores con microinyeccidén en ratas despiérias.
Estos resultados preliminares nos llevaron a plantear un scgundo objetivo, el cual consistié
en comparar los efectos producidos por este inhibidor de fosfatasas de proteinas en ra;a$ :
anestesiadas y ratas despicrtas. o ) :
Para la realizacién del presente estudio se administré OKA por micrédiélisis enla’
region CA1l del hipocampo de ratas despiertas y ratas anestesiadas con haiotéh'p.’ De,losv
rcSuItados obtenidos, se analizaron las crisis epileptiformes generadas, se deyte“rmvix{arovﬁ IoS
niveles - extracelulares  de glutamato y otros aminodcidos y sc cUﬁn;iﬁpé la

neurodegeneracion midiendo el area lesionada en la region perfundida.



IV.METODOLOGIA =
| MICRODIALISIS Y REGISTRO EEG EN RATAS ANESTESIADAS

En {odoé los 'experiméhtos se utilizaron ratas machds adultdsl'dé ’ln cepa /Wislar con
un peso de ‘220-240 g. En laS ratas ancstesiadas los proce.dikxﬁientos 'éombinad‘os de
‘microdialisis y registro EEG sc realizaron como en trabajos descritos an‘tcriyormc'nlc (Pefia 'y
' Tabiu; 1999). Las ratas se anestesiaron con 0.5-1.5% de halotano en ﬁna mezcla de 9.5% [o]3
"'y 5% CO, y se montaron en aparatos estereotixicos. Las canulas de microdidlisis (CMA/12

de 2 mm de largo y 0.5 mm de diametro, CMA Solna, Suiza) previamente lavadas con
agua, se colocaron en el hipocampo dorsal izquierdo (AP -3.6 mm, L +24 mm y V 4.0
mm, Paxinos y Watson 1982) y se perfundieron continuamente, utilizando una bomba de
microinyeccion (CMA 100/Carnegie Medicin), a un flujo de 2 pl/min con medio Krebs con

la siguiente composicion: 118 mM NaCl, 4.5 mM KCl, 2.5 mM MgSO,, 4.0 mM NaH;PO4,

2.5 mM CaCly, 25 mM NaHCO;, y 10 mM glucosa (pH 7.4). Después de una hora vdek
estabilizacion, se colectaron 14 fracciones consecutivas de 25 pl (12.5 min).b Las tres
primeras fracciones colectadas se utilizaron para determinar los niveles baSales dé'loé T

aminodcidos, en la cuarta fraccién se perfundié OKA (sal de amonio, Alomone Labs. ) y se

colectaron 10 fracciones adicionales con medio normal. Dcspucs de, probar varias dosxs’(lS

30 y 300 pM), con base en trabajos previos con microinyeccion de OKA .se selecciono_ la-

o vconcentmcnon de 150 pM en ¢l medio de perfusnon Conmderando qu la”eficiencia’de,

! mlcromyeccnon (Anas ct al 1998). : '
El rcglstro EEG en el hxpocampo se Ilcvé a cabo s:multanea Y. conunuamcme
durante la microdidlisis. La cianula de microdidlisis se utilizé como electrodo, despues de
haber axslado eléctricamente toda la superﬁcne de la cdnula cxceplo 1 mm- JUS(O arriba de
““donde se encuentra Ia membrana de mlCI‘OdlallSlS. con el propdsito de realizar cl registro en
cl hipocampo (Pefia y Tapia, 1999). Para el registro EEG sc utilizé un poligrafo Grass con

‘un ﬁllro de baja frccucncm a3 Hzy unfiltro de alla frecuencia a 100 Hz.



La concentracion de los aminodcidos se determin por cromatografia liquida de alta’
resolucién (HPLC) y detecciéon por ﬂudrcscchcia, después dc haber derivatizado las
* “muestras con o-flaldialdehido (OPA) durante 3 min (Salazar et al, 1994).

© 2 MICRODIALISIS Y REGISTRO EEG EN RATAS DESPIERTAS

l.as ratas sc ancstesmron con halotano y sc lcs 1mplanté dos tomlllos en cl cranco

qobre la corteza parlelal los cuales funcnonaron como elcclrodos y una canula gum cn el
,hlpocampo izquierdo dorsal con las mlsmas coordcnadas quc sé usaron para Ia canula de
j microdialisis en las ratas anestésiadas, excepto que Ia V fue de -2 0 mm. Los eleclrodos yla

. canula guna se sujetaron al cranco con acrillco dental Cmco dnas despues de la’ clrugla, la

S canula de microdidlisis se introdujo en la canula guia para alcanzar la misma coordcnada

-vertical usada en los animales anestesiados, y el registro EEG cortical se realizé upnhzando i
¢l poligrafo Grass antes descrito. El procedimiento de microdialisis, incluycndo' lzi» adicion
de OKA durante la cuarta fraccién y la determinaciéon de aminodcidos en las fracciones
colectadas, se llevo a cabo como se describié para las ratas anestesiadas. Las ratas control -
sc trataron de la misma manera, excepto que no se perfundicron con el medio con OKA. El
EEG se registré continuamente durante todo el experimento, comenzando al mismo tiempo
que la colecta de las fracciones basales de la microdialisis, tanto en las ratas despiertas
(controles y experimentales) como cn las ancstesiadas. Los datos sc analizaron
cuantitativamente calculando la media de las latencias a la primera descarga, asi como su

duracion (medida desde ¢l inicio de la actividad hipersincrénica hasta el final del tren de

espigas de alta amplitud) y la frecuencia con la que ocurren.

A las
. penlobarbna
250 ml. de formnldehldo al ‘4% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se extrajeron los

N ccrebros, se mamuweron en postf_mcn()n en formaldehido por un periodo de 24-48 horas a

1 lracnrdlalmentc con 250 ml de NaCl al 0.9%, seguldos dc

4°C y'se pasz\ron por un gradlcnlc de sacarosa del 10, 20 y 30%. Se obtuvieron cortes

coronales seriados del sitio de lesién con un grosor de 40 pum en un cridstato, sc tifieron con
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violeta: de‘cresilo y-scfcon!'rmé‘la“cérreCta localizacic‘m de la canula de microdidlisis.
. chldo a que la neurodegcneracwn mducnda por el OKA afectd practicamente a todas las

k ncuronas plramldales de ln reglon CAl del hlpocampo, la extension del daio se cuantifico

anlCndO cl area Iesnonada c_ dlcha reglén que moslraba perdlda ncuronal y no cl nimero

las concentraciones cxtracelulares de

los aminodcidos, s
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V. RESULTADOS
I EPILEPSIA CONDUCTUAL Y ACTIVIDAD EEG

La admmnstracnon del OKA en las ratas despiertas, mas no en las anestesiadas.
produJo crisis eplleptlformes Como se ha descrito en trabajos prwlos con microinyeccion
‘ - (Anas,c; al, 1998, 2002) las ratas tratadas con el inhibidor de fosl‘nlasas de protcmds
. pfésenlaron evidencias conductuales de las crisis epileptiformes. Estas consisticron en la

aparicién  de  movimientos masticatorios, sacudidas de rata mojada, = salivacion,
acicalamiento y, en algunos casos, tremor. Estos signos de hiperexcitabilidad comenzaron
aproximadamente a los 20 min del inicio de la perfusion con OKA y coincidicron con las
descai'gas epileptiformes que se registraron en el poligrafo.

* La actividad electroencefalografica basal de las ratas anestesiadas con halotano difiere de
las ratas despiertas en que las primeras presentan ondas lentas de alta {recuencia, mientras
qinc en las segundas las ondas son de menor frecuencia (fig. 3). Esta diferencia en los-
p'atro'n'es del registro clectrqencefalogréﬁco debido al halotano, ha sido 'descrila
prevmmcnte (Kelfcr et al, 1'994)' Como se ejemplifica en la figura 3 (arriba),

: 'admlmstracxén del OKA en rntas anestesiadas no modificé significativamente ¢l EEG. En

:conlraste, en las ratas desplertas el OKA ‘indujo descargas epileptiformes con actnv:dad

hlpersmcromca lmcml scg@da por trcnes dc espigas de gran amplitud, ejcmphﬁcudas enla
ﬁ;,ura 3 (abajo) Las cr151s aparccieron con una latencia de 31.7 % 1.7 min (n = 14
promedlo i: ES. ) dcspues del lmclo de la perfusion con OKA, pcro después de una o dos :
descargns, sobrevmo un periodo silencioso de aproximadamente 40 min de duramén que se
presentd en todos los animales tratados. Al cabo dc este periodo, las cnsxs reaparecxeron y .

-aumentaron progresivamente en frecuencia, hasta alcanzar un valor maxlmo de 7 descargas‘

* en-20 min, aproximadamente 40 min después de la fase silenciosa; y dlsmmuyero' a 5_ :

descargas en 20 min a los 120-140 min, que fue el maximo uempo esludlad

de las descargas fue de 30 s durante la primera hora después dc haber omcnzado akf'

"prcfundlr el firmaco, y aumentd progresivamente hasta llegar al doble mas de

final del experimento (figs. 4 y 5; la fig. 4 cjemplifica la evoluclon dc ln cnsr ‘ cn dos ratas_.

representativas y la fig. 5 muestra ¢l promedio de 14 amm'llcs dcspxenos)
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Figura 3. Trazos representativos del EEG en ratas anestesiadas (n=10) y despiertas (n=14). Los registros corresponden a 90 min
después de la perfusion con OKA o a los tiempos equivalentes en las ratas CONTROL, perfundidas sélo con medio Krebs.
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Figura 4. Ejemplos representativos del curso temporal de las crisis epileptiformes
inducidas por ¢! OKA en dos ratas. Cada barra representa una descarga de la duracién
sefialada en las ordenadas, a los tiempos indicados en las abscisas.
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* 2'AMINOACIDOS EX'I'RACELULARES

O Los niveles basales del dcido aspirtico en ¢l g,rupo control (despiertas) y en los dos
"~~fk5:.rupm experimentales (dcsplt.rl.ls y anestesiadas) fueron muy similares, entre 2 y 5
pmolas/lO pl leos valores no s¢ modificaron mgmllcauvamcntc con Ia administracion del
: OKA cn Ins rm'ls despicrtas, excepto cn dos fracciones 'usladas en las ratas anestesiadas, las
cual_cs presentaron niveles mas altos que las basales, y algunas fracciones en la ratas control
('ﬁg'. 6). En ci caso del dcido glutamico, las concentraciones basales de las ratas control y

- las anestesiadas se encontraron alrededor de 10 pmolas/10 ul, mientras que las de las ratas

" despiertas fueron de 20 — 30 pmolas/10 pl (fig. 7). En los tres grupos, los niveles basales de
este neurotransmisor se mantuvieron a lo largo de la colecta de microdidlisis, a pesar de la
variabilidad observada en las concentraciones extracelulares en las ratas despiertas. Estas
diferencias, sin. embargo, no fueron significativas entre las basales y las fracciones

“colectadas después de prefundir el OKA. En cambio, las concentraciones extracelulares de

" otros aminodcidos como la glutamina, la glicina, la taurina y la alanina, si se modificaron
' 'con'ia abli;acién del inhibidor de fosfatasas de proteinas, principalmente en las ratas
k despiertas. En'la fi g'ura‘S se muestra que la concentracién de la glutamina disminuyd
) progreswamentc en’las ratas anestesiadas, después de haber perfundido el OKA, hasta
llegar a la mllad de Ios mveles basales (de 120 a 60 pmolas/lO pl aprO\lmadamente) Esta

. dlsmmucmn fue mucho mcnor en las ratas despiertas, y rcsullo sngmﬁcauva en solo una de

‘las fraccnones m|emras que los nlveles basales de las ratas control permanecncron

- cn las ratas nnestesmdas ni en’ los controles, Ios cuales se mantuvieron constantes a todo lo

Iargo del evpcrlmento El aumento progresnvo que se present6 en glicina (fig. 9) y alanina

: (f' g’ lO) alcnnzé casi 4 ve s y 3. vcces, respectivamente, el valor de sus niveles basales

(alrcdcdor de 30 pmolns/lO pl cn ambos aminodcidos). En ¢l caso de la taurina (fig. 11), el

|ncremcnlo fuc casn dcl doble (de 60 a 120 pmolas/10 pl, aproximadamente), desde la

S fraccion 7 hasla el ﬁnal del e'(penmcmo Los resultados de los niveles extracelulares de
,’GABA no se muest;nn“debldo a que presentaron gran variabilidad y en muchas ocasioncs

estuvicron por debajo de los limites de deteccion.
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arra horizontal) durante una fraccién (12.5 min) sobre la

concentracion extracelular de aspartato en ratas despiertas (n=10) y anestesiadas (n=10). Las ratas
control despicrtas (n=7) fueron perfundidas sélo con medio Krebs. Los datos son el promedio + E.S.
Las fracciones 10-14 en las ratas contral, y 10 y 13 en las anestesiadas, fueron significativamente
diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05).
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Glutamato (pmolas/10 pl)
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Figura 7. Efecto de la perfusion de OKA (barra horizontal) durante una fraccion (12.5 min) sobre la
concentracion extracelular de glutamato en ratas despiertas (n=10) y anestesiadas (n=10), Las ratas
control despiertas (n=7) fucron perfundidas s6lo con medio Krebs. Los datos son el promedio + E.S.
Las fracciones 8 en las ratas control, y 7-9 en las anestesiadas fueron significativamente diferentes
al promedio de sus basales (p < 0.05).
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Figura 8. Efccto de la perfusion de OKA (barra horizontal) durante una fraccion (12.5 min) sobre la
concentracion extracclular de glutamina en ratas despiertas (n=10) y ancstesiadas (n=10). Las ratas
control despiertas (n=7) fucron perfundidas sélo con medio Krebs. Los datos son el promedio + E.S.
Las fracciones 5 y 12 en las ratas control, 6 en las despiertas, y 5-14 en las anestesiadas fueron
significativamente diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05).
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Figura 9. Efecto de la perfusion de OKA (barra horizontal) durante una fraccion (12.5 min) sobre la

concentracién extracelular de glicina en ratas despiertas (n=10) y anestesiadas (n=10). Las ratas

control despiertas (n=7) fueron perfundidas sélo con medio Krebs. Los datos son ¢l promedio + E.S.

Las fracciones 4, 7 y 8 en las ratas control, y 5 y 8-14 cn las despicrtas fueron significativamente
" diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05).

TR CON
FALLA DE CRIGEN

30




Taurina (pmolas/10 pl)
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,' i"igu'ra'lo. Efccto de la perfusion de OKA (barra horizontal) durante una fraccién (12.5 min) soﬁfc

la concentracion extracelular de taurina en ratas despiertas (n=10) y anestesiadas (n=10). Las ratas
control despiertas (n=7) fueron perfundidas sélo con medio Krebs. Los datos son el promedio + E.S.
Las fracciones 8 en las ratas control, 9-14 en las despiertas, y 5 y 9-11 en las anestesiadas fueron
significativamente diferentes al promedio de sus basales (p < 0.05).
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Figura 11, Efecto de la perfusion de OKA (barra horizontal) durante una fraccion (12.5 min) sobre
la concentracion extracelular de alanina en ratas despiertas (n=10) y anestesiadas (n=10). Las ratas
control despiertas (n=7) fucron perfundidas sélo con medio Krebs. Los datos son ¢l promedio + E.S.
Las fracciones 5 en las ratas control, y 9-14 en las despicrtas fueron significativamente diferentes al

promedio de sus basales (p < 0.05).
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3 EVALUACION HlSTO[:OG‘lCA"

En la figura 12 se muestran las microgml"as dc los cortes coronales de cerebro de
una rata conlrol tefiidos con violeta de cresilo, en donde se pucdc observar el - duno ;

mecanico ocasionado por la canula en la region CAl del hlpocampo Este daiio mecéanico

se caracteriza por una destruccion del tejido tnicamente en el tracto de la cdnula, asi como

la formacién de gliosis en la zona inmediatamente vecina. En ningin caso se observéd
muerte celular (caracterizada por niicleos picnéticos y desaparicién del citoplasma) en:las ;
neuronas vecinas de CAl ni en otras regiones del hipocampo. . '

La ﬁg,'ura 13 muestra micrografias de los cortes coronales de cerebro de las fatasf

despiertas (sacrificadas 24 horas después de la perfusion del OKA) en donde es ewdente

una total destruccién de la region CAl del hipocampo’ en el lado nyectado (ﬁg l3),>

mientras que cl lado contralateral permanece intacto (ﬁg 13 A) Los mxsinos resultados se

observan en las ratas anestesiadas (fig. 14). A pesar de. que: las risis epilepuformes se

desencadenaron unicamente en las ratas cn llbre movnmlento, a- eurodcgenerac:on se

presentd tanto en ratas despiertas como aneslesmda -En® la mayoria de las ratas, tanto
despiertas como anestesiadas, se dafiaron otras regloncs del }upocampo, como CA3, hilus y
giro dentado, y en ningtn caso hubo neurodegeneracion en CA2. La cuantificacion del drea
lesionada en los dos grupos experimentales resulté en valores muy similares, ya que ambos

grupos de ratas tratados con OKA presentaron areas lesionadas de 0.18 mm? (Tabla 1).

TRATAMIENTO AREA LESIONADA (mm®)
OKA, RATA DESPIERTA (n=8) 0.18+0.013
OKA, RATA ANESTESIADA (n=7) 0.18+£0.016

Tabla 1. Cuantificacion de la neurodegeneracion de la region CAl del hipocampo
producida por la perfusion de OKA. No se muestran datos de las ratas control debido a que
no presentan dafio, como se muestra en la figura 12. Los datos son el promedio £ E.S.
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Figura 12. Micrografias representativas de una rata control perfundida sélo con medio
Krebs y sacrificada a las 24 horas. S¢ muestran distintos aumentos de la region CA1 del
hipocampo donde se observa el tracto de la canula. Barra = Ilmm en A, 300 pm en B, 100
pumen C, 50 umen D.

M 4.‘:{‘:?{ v SR 7 : R Lty .

Figura 13. Microgralias representativas del efecto neurotoxico del OKA en rata despierta
sacrificada 24 horas despuds del tratamiento. Se muestran distintos aumentos del dafio de lIa
region CAl del hipocampo. Para la escala véase figura 12,
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Figura 14, Micrografias representativas del efecto neurotoxico del OKA en rata
anestesiada sacrificada 24 horas después del tratamiento. Se muestran distintos aumentos

del dafio de la region CA1 del hipocampo. Para la escala véase figura 12.
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. VL. DISCUSIO

! ‘EP'II‘,‘EPVSIA Y ACTIVIDAD EN EL EEG’ :

Los resultados prt.scnl(_ lr'lb'uo muestran - que - las’ crisis  epileptiformes

5 ocastonadas por la’ admlmstmcnon del'OKA en Tatas en libre movnmlcnlo, son inhibidas por

'g‘la aneslesm con eI halolano En diversos estudios realizados con ratas anestesiadas, en los

cmles sc adnunislraron drogns convulswanlcs. se¢ observaron crisis epileptiformes y se
& delcrmmaron las concentraciones extracelulares de algunos aminodcidos (Pefia y Tapia.
i I‘99‘9,,‘Pena y Tupla, 2000). En los trabajos de Pefia y Tapia, la perfusién por microdialisis
de .Jl!,.-aﬁiinopiridina (4-AP), un bloqueador de canales de potasio y potente convulsivante,
é's;timulé la liberacién de neurotransmisores excitadores, indujo crisis epileptiformes y

provocé neurodegeneracion en ratas anestesiadas con halotano, efectos que se bloquearon

por antagonistas del receptor NMDA. En el presente trabajo, sin embargo, la anestesia
" inierfirié con el desarrollo de las crisis cpileptiformes producidas por el OKA en las ratas
- despiertas (fig. 3). De hecho, cste es uno de los hallazgos mas importantes del presente
estudio, ya que en los articulos citados la accién convulsivante y neurodegenerativa de la 4-
AP, que es predominantemente mediada por un exceso de glutamato endégeno éxtra;:'el’ular,
se observo en las ratas anestesiadas con halotano. : _
Como se mencioné en los Antecedentes, la inyeccion mtrnhlpocamplca de OKA en
ratas despiertas produjo epilepsia, que fue bloqueada por amagonlstas del reqcptor NMDA :
* ¢omo el maleato de dizocilpina (MK-801), asi como hiperfoéforilaciéh de la subkunidakd
"NR2B del propio receptor (Arias et al, 2002). Por céto, una posible explicacién de la falta o
de efecto epileptogénico del OKA cn los animales anestesiados podria ser que el anestesnco "f“
utilizado, el halotano, interfiere con la transmisién glutamatérgica. Diversos trabajos que se;‘
han hecho sobre el mecanismo de accidn de distintos anestésicos como el pcntobarbltul oel
propofol muestran que su efecto se debe a un incremento en la transmision snnépuca :
inhibidora, ya que al administrar bicuculina (un antagonista del rcceplor GABA,\) en
‘rebanadas de hlpocnmpo, s¢ antagomzaron sus efectos (Wal\asugx ct al 1999) Sln ) ‘

: kembﬂrgo, sc ha cnconlrado que, en el caso de aneslesncos como la l\etamma, cl |soﬂurano y

: cl halotano, cl efecto nnestes:co se debe tamblen a una dlsmmucxon en la:transmlslon :

“ smaplnca e\cuadora, ya quc dlsmlnuye las esplgas poblacmnales de ncuron dgj hi'ri:gic’m )




E CAl del hlpocampo y'su’efecto anestésico es bloqueado solo parcialmente por la bicuculina
(Wakasugl et al, 1999) En rebanadas de hipocampo se ha encontrado que el halotano
aumenta Iu‘mhlblmén mediada por el receptor GABA, y disminuye, ademas, la transmision
cxcitadbm (Nishi.kmva y Maclver, 2000). En este punto, sin embargo, existe controversia.
Maclvc.r y colaboradon.s (1996), registrando neuronas de la region CAl del hipocampo,
cnconlraron un aumento en la facilitacién de pulsos pareados, lo que sugiere que la
'\ncslesm llene efeclos presinapticos al disminuir la liberacion de aminoacidos excitadores.
Sin cmbargo cn el prcscnle trabajo no sc¢ encontraron dilcrencias en los niveles

: extricelulares de glutamato y aspartato ni de otros aminodcidos en las ratas control

: _vdespici'iés ybl‘és ratas anestesiadas con halotano. Asimismo, estudios realizados en la corteza
: fronlo-panelal de la rata, utilizando la técnica de mncrodmhsxs. demostraron que el halotano

v : no tienc cfectos sobre las concentraciones cxlracelulares de aspartato, glutamato y glicina

- -~ (Rozza et al; 2000). Es probable, por lo tanto, que el efecto anestésico del halolano no'se.

debe a una disminucién en la liberacién de glulamato y aspanato

En cambio, otros trabajos apoyan la idea de que la anestesia afecta h transmlsnén'
sindptica excitadora en la postsinapsis. Estud:os in \_ulro, en rebanadas de hlpocampo, :
mucstran que el halotano inhibe las corrientes excitadoras 'pi)xstsihziptjczisllanlb de kébcpiores

NMDA como no-NMDA, a concentraciones - de -anestesia 'u‘lyilizudafs ‘en’*la clinica

(Perouansky et al, 1998), y deprime las espigas poblacionulés de cstos lfpos de reccptbres,

evocadas en la region CA1 del hipocampo (Wakasugi et al, 1999). Kirson y colaboradores

(1998), en estudios realizados en rebanadas de hipocampo de raton, encontraron que los

receptores AMPA son mis sensibles a la accion inhibidora del halotano que los NMDA, y

que cn ambos casos la interaccién de este anestésico con los receptores: parece ser no

competitiva. Otros trabajos muestran que algunos anestésicos, entre ellos el halotano,

“bloquean la transmisién sindptica excitadora a través de diversos efectos alostéricos en ¢l

" “'mecanismo de activacioén del canal iénico del receptor y en el sitio de unién a glutamato

“(Martin et al, 1995). Beirne y colaboradores (1998), estudiando cultivos de célula_s

“corticales, encontraron que el halotano antagoniza, en un porcentaje bajo y en una gama
“muy limitada de concentraciones, la excitotoxicidad ocasionada por NMDA y que, ademds,
¢s menos potente que los antagonistas especificos del receptor a glutamato. Otro dato que
apoya la idea de que ¢l halotano tiene efectos sobre el receptor NMDA, es un estudio en el

que se utilizé una dosis de 7.5 mM dec 4-AP en ratas despiertas, debido a que dosis mis
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altas indujeron crisis tan severas que culminaron en la muerte del animal (Vera y Tapia,
datos no publicados). En cambio, en las ratas ancstesiadas con halotano la dosis minima
que produjo los mismos cfectos fue 17.5 mM (Pefia y Tapia, 2000), lo que sugiere que el
halotano bloquea parcialmente el receptor y que, por lo tanto, se requieren dosis mas altas
de 4-AP para poder contrarrestar el cfecto bloqueador de este anestésico. Todos estos
estudios, junto con los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que el halotano cjerce una
accién bloqueadora sobre el receptor NMDA, aunque no tan potente como la que ocasiona |
un antagonista especifico. Esta inhibicion del receptor, sin embargo, es suficiente para
impedir que se desencadenen crisis cpileptiformes, aun cuando el receptor probablemente -
se encuentra luperfosforllado por accién del OKA, como sc discutird mis adelante. '
En las ratas despiertas las crisis cpllepnformcs producidas por cl OKA fueron muy '

rcprodumblcs con la dosis utilizada, asi como el numero de descargas y la duracxén, de Ias‘-

mlsm'\s Se -probaron dosis mas bnjas, 15 y: 30 pM las’ cuales no mdujeron dcscargas :

. cpllepufon'nes Dosis mds ﬂlldS, como 300 uM produ_peron Cl‘lSlS convulsn ;

5 muy |ntensas,

" por lo que se decidio trabajar con la de ISO ].I.M La pcrfuénon de OKAa esta conccntracnon :
: ,: duranle 12.5 mm, y considerando la eﬁcnencm de la canula (= 10%), la cnnudad del
compuesto que llegaria al tejido es de:300: ng, que es la dosxs efectiva admmnslrada con
; mlcromyeccylén en trabajos previos (Arlas et al,,l998, 2002) Sin embargo, los resultados de
’csléit’xliimo trabajo difieren cn algunos pumos.'c_on los resultados obtenidos en el presente
- lrabajo. -La latencia, la cual fue muy constante en todas las ratas, se preSenté

nproxlmudamcme a los 30 min de haber comenzado a perfundir el OKA, mientras que enel
:»cstudlo mencionado, las crisis comenzaron a los 19 min de haber inyectado el farmaco.
- Otra diferencia es que el periodo silencioso, es decir, el tiempo en el que no se presentaron
- crisis epileptiformes (como se describié en los Resultados de esta tesis), no se indica en el

estudio con las ratas microinyectadas. También la frecuencia de las crisis fue diferente:
“entre los 80 y los 140 min después de haber comenzado a perfundlr el OKA, es decir, en la
-Gltima hora del experimento, el nimero de cnsns fue apro“madamenle ]7 mientras que en

cl trabajo de Arias y colaboradores se observo un promcdlo de’ 9 crlsxs/hora Es probable

- “que estas diferencias se deban ala manera ‘en’ que se: admlmstro cl OKA ya que en la

microdialisis el farmaco pasa contmua

n ﬂijo de 2 p.l/mm a lraves de una_ ‘

membrana de didlisis durante’ 12 5 mm, mlcntra que ‘en. la mlcromycccnén loda la canudad ‘
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“del OKA c¢s administrada dircctamente sobre el tejido y mucho mas rapidamente (2 min).
Las crisis epileptiformes de las ratas despieratas tratadas con OKA fueron originadas, al

parecer, por el dcido glutimico enddgeno basal, como se discutira mas adelante.
2 AMINOACIDOS EXTRACE'LUL_ARES

Como s¢ mueqlra en los . resulludos, a pesar de la variabilidad dc los niveles
t:\lr'xcelulan.s de’los ﬂmmoacndos, no se enconlraron diferencias su,mfcauvas que mdlqucn
un aumcnlo o dlsmmucnon en las conccntracnoncs exlracelularcs de aspartato y glutamato
dcspucs de haber admnmstrudo ‘el OKA en las ratas desplenas Si bien en algunas fruccnones' -
se encornlraron dlfercncnas sngmﬁcauvas en. las’ ratas anestesmdas cstas no. se deben R

directamente- 2 la ndmmlslracxén dcl inhibidor de fosfalasas de proteinas, ya quc eslaS"

fracciones se encuentran msladas una de la otra, es dccnr, no reﬂejan u numenlo'
consecutivo, 'y no corresponden en ningdn caso, a la fraccnén cmco, que es donde sef :
deberian observar cambios ocasionados por.la perfuston del farmaco como se encontré en
otros estudios. En el hipocampo de la rata, la administracion por. mlcrodnallsns dc 25 mM de
pirrolidin-2,4- dlcurboxnlnto (PDC), un inhibidor del lransponador de glutamato, ocaswno
un aumento de 18 y 26 veces en los niveles extracelulares de glutamato y aspanato,
respectivamente (Massicu 'y Tapia, 1997). Este mcremento comenzo mmedlutamente‘»

después de haber perfundido el PDC y se mantuvo durume la admmxslracnon del mxsmo o

Efectos similares se obtuvicron con 75 mM de 4 AP lu cual mdu_|o una llberaclén masnva

obscrvadas en las ratas dcsplertas sc deban a unhumc ocnla sensnbllldad del receptor tlpo -

"NMDA ocasionado por la hlperfosfonlamén quc produce la ndmlmstracnon dcl OKA En
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' subunidades.

diversos cskuidio‘sv s¢ ha demostrado que el receptor NMDA ¢s (osforilado en sus
subunidades Nlil, NR2A y NR2B por la PKA y por varias isoformas de la PKC (Leonard
y Hell, 1997; Grosshans y Browning, 2001), asi como en la subunindad NR2B por la
CgMKll (Mayadevi et al, 2002). Lan y'colaborndorcs (2001) encontraron que al administrar
activadores dc las cinasas de proteinas como el 12-O-tetradecanoil forbol-13 acetato (TPA)
k 'cnk ovocitos de Xenopus que expresan el receptor NMDA, la actividad del canal fue
‘potenciada, ya que incrementa la probabilidad de apertura del receptor. La aplicacion de
inhibidéres de fosfatasas de proteinas como el dcido okadaico en cultivos de neuronas del
hkikpocampo (Wang, ct al, 1994), y la calcincurina en células del hipotialamo (Nijholt et al,
2000), ocasionan la hiperfosforilacién del receptor, lo que conduce a un aumenlo en: su
; actividad. Arias y colaboradores (2002) demostraron que el aumento en la fosfonlacnon de

la subumdad NR2B provocado por la administracion del OKA in wvo, cs(a relac:onado con’

la sobrcacllvndnd del receptor, ya que lleva al desarrollo de CrlSlS epxlepufonnes quc son" :
] abolld'ls por ¢l MK-801. ;

Tomando en cuenta estos amccedcnlcs. coruuntnmenle con 1

esullados obtcmdos

en este trabajo, se puede concluir que Ias crisis fu on}on lnada : el ‘acndo glul mlco -

endégeno basal, el cual es capaz dc md : r 7' de a . nlra‘:—'k, i

- :sobresensibilizado como consccuen 1a-de I iperfosforilac de:una’ rias” e’sus’;

“ Con base en ‘los. rcsullados del EEG en ratas desplcrla y. nestesnadas, Y de las -

poncenlrac:ones extracelulares de. spanalo Y, glutumato, y tomando en: cyucnm los
antecedentes mcncnonndos proponemos una posxblc e(phcacnon a los dxstmtos efectos
»observados con OKA en rclacwn con otros. farmacos convulsivantes como la 4-AP. (fig.
15) 'Un aumento en el glutamato sinaptico, como el que produce la 4-AP, sobreactiva a los
receptores NMDA lo suficiente como para superar el efecto bloqueador que el halotano
tiene sobfc el receptor. Eq cambio,'cl OKA no modifica la Eonccntracién extracelular de
glutamato, pero si aumenta la sensibilidad de su receptor por fosforilacién. Este aumento es
suficiente para sobfcactivaf al reccbtor y.producir: crisis epileptiformes por el glummat'o
cndogeno basal.- En esle ciso, sin cmbarg,o, cl halotano es capaz de bloquear al receptor. .
Otra chhcacxon p'\ra la dxfcrcncm enla capac1dad de inducir descargas epileptiformes bajo
ancslesm. es. que cl receptor hlpcrfosfonlado pudlcra ser muis sensible al ‘bloqueo: por'

" halotano quc v..l no hnpcrfosl’onlado
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Figura 15. Esquema de la interpretacion de los resultados experimentales en las sinapsis
glutamatérgicas. A Funcionamiento normal, B Sobreactivacion del receptor NMDA por un aumento
en la liberacion sinaptica del glutamato inducido por la 4-AP. El halotano solo ¢jerce un bloqueo
parcial sobre cl receptor, insuficiente para inhibir la epilepsia y la neurodegeneracion (Pefia y Tapia,
1999,2000). C Sobreactivacion del receptor NMDA por ¢l glutamato endégeno extracelular normal,
debido a que se encuentra sobresensibilizado como consecuencia de la hiperfosforilacion inducida
por ¢! OKA. El bloquco del receptor por cl halotano, en este caso, cs suficiente para inhibir

totalmente la epilepsia producida por ¢l OKA.

TESIS CON
FALLA DE URIGEN

41




Por otra pa’ric, los niveles extracelulares del resto de los aminodcidos cstud'iados
fucron muy sirﬁilarcs cn las ratas anestesiadas y las ratas control despiertas. Enel caso de la
glutamina, lanlo ‘las ratas desplcnas como las anestesiadas tratadas con OKA mostraron
decrementos en -los niveles extracelulares; sin embargo, en las ratas despiertas esta
dnsmlnucnon no fue sxgmﬁcauva. Las concentraciones de taurina, glicina y alanina. en
cambio, aumentaron en las ratas despiertas tratadas con dcido okadaico. Sin embargo, este
aumento fue tardio, es decir, no se presentd inmediatamente después de haber prefundido el
inhibidor de fosfatasas de proteinas, lo cual indica que estas variaciones no se debieron
directamente al farmaco, como ya se discutié en parrafos anteriores. Las diferencias que
presentod este grupo experimental pudieron deberse a diferentes demandas metabolicas o al
mancjo y al cstrés al que estuvieron sometidas las ratas debido a las crisis epileptiformes
generadas por el OKA, a pesar de que, paraddjicamente, las concentraciones de glutamato y

aspartato no cambiaron significativamente.

3 NFURODLGENERACION

: ‘La muerle ncuronnl en el hipocampo inducida por la administracién de OKA ya ha
,-'j,sndo descrua en estudios previos (Arias et al, 1998; He et al, 2001). Arias y colaboradores
“ dentostraron que la ‘microinyeccion de este firmaco en el hipocampo de la rata lleva a la
;.-;:mucnc celulz\r de la region CAl, el giro dentado y el hilus; esta. neurodegeneracién

""‘_comcnzo a las 3 horas de haber administrado el 4cido okadaico y fue mas evidente a las 24

- horas. Asimismo, observaron que el OKA indujo la expresién la Hsp 72 (proteina de estrés

: c;iiénfico) en las células sobrevivientes y en el lado contralateral, la cual fue bloqueada por
: y'cl‘MK-SVOl En otro estudio, He y colaboradores (2001) encontraron qué la microinyeccion
de OKA cn esta misma estructura neuronal ocasiona un déficit en'la memona cspacml
. como rcsultado de la neurodegeneracion de la zona inyectada. ;
: . La prcsencna de muerte neuronal en las ratas anestesiadas y. deSplenas, a pesar de'

S que Ias pnmcras no presentaron crisis epileptiformes, es un dato muy mteres*mle. Prlme ‘

" “como se menciond en la metodologia, la muerte neuronal fue pracucarnente total de al o

fue muy similar cn ambos grupos de ratas. El hecho de que el halotano proteglcra contra I'\s .

crisis epileptiformes pero no contra la neurodegeneracion, coincide con el trabajo dc Anas




y colaboradores (2002), en donde la muertc neuronal inducida por. la microinyeccion del
OKA no fue prevenida por el MK-801, pero si las crisis, como se mencioné en parrafos
anteriores. Esto sugiere que cl receptor NMDA esta-involucrado en el desarrollo de las
crisis epileptiformes, sin embargo, su parlicipaci‘()n en la ﬁéurodegencracién parcce no ser
tan importante. i »

Es probable, entonces, que la muerte'_hcu_ronal observada tanto en’ las ratas
despiertas como las anestesiadas sc deba al efecto que ticne el OKA sobre muchas otras
proteinas, entre cllas, las de citocsquclelo." Taﬁ,'por ejemplo, es una proteina asociada a los
microtbulos del citoesqueleto, la cual comribuyne‘dc manera importante al dinamismo y la
estabilidad de éstos. Se ha visto que la fosforilacién aumentada de esta protefna ocasiona’
agregaciones aberrantes de las neuronas (Sﬁhchez et al, 2001), la pérdida de procesos
neuronales y un decremento en cl numero de sinapsis, caracteristicas que se observan en la -
enfermedad de Alzheimer (Malchiodi- Albcdl et al, 1997). Asnmlsmo, se ha Vlsto quc en’

neuronas corticales en cultivo yen células de ncuroblastoma, la hlperfosfonlamén dc tau.

: fosfonlaclén dc dxstlntos elcmentos del cltoesquclelo, lo que conduce nalmehtc ala

mucne cclular

. ‘Como se menciond anteriormente, la magmlud dcl drea lcswnada fue muy similar
‘anto en las ratas que desarrollaron crisis cpnlcpllformcs como las que no presentaron
descargas (ratas despiertas y anestesiadas, respecuvam:ntc).,l:stqs resultados y los datos de
los - trabajos antes mencionados nos llevan -a concluir que la neurodegeneracion es

ocasionada por los cfectos directos e indirectos que tiene el dcido okadaico sobre muchas



o prqléll1as'y procesos celulares, - cuyo desajuste” conduce :a la  muerlc.- neuronal,

independientemente de las crisis epileptiformes.
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