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Prefacio

El ser humano s¢ caracteriza por su gran curnesidad que [o ha llevado a formularse
pregunias sobre si mismo, sobre el medio que lo rodea, sobre el por qué de las cosas. El
origen de estas inguietudes e3 el cerebro. En ésie se realiza la interprefacidn que, a traves de
nuestros senfidos, nos formamos del mundo. El lugar donde se originan los pensamicnios
ha lamado |a atencién desde ln antigun Grecia, ¥ shora sin duda alguna ocupa la atencion
de un gran grupo de personas, por ko que en el siglo XXI el conocimiento de los procesos
que tiemen lugar en el cerebro ho alcanrado niveles verdaderamenie sorprendentes. Es
dificil describir en unos cuantos parrafos los sucesos que durante varios sighos han sido
determinanies para el conocimienio ante fisioligico como patoldgico del cerebro, que
ahora tenemos. Sin embargo, sunque sea de forma muy breve mencionaré aquellos puntos
que han sido determinantes parm el conocimiento kasico de este sistema,

Lies Neurociencias se ocupan del estudio del Sisterma Nervioso, su estudio formal data del
siglo XX cuando Santingn Ramén y Cajal al teitir |as célulns del cerebro con uno (écnica
desarrollada por Camilo Golgl obiuve la primera descripeidn detallada de s Propuso |a
“teoria newural” que postula que este tejido se encuentm formado por células discretas ¥ que
no presentan continuidad entre &, de esta manera se rechasd la “tearia reticular” que habia
desarroltado Golgi,

A medindes de siglo X1X Sherrington denomind “singpeds ” al espacio observado entre
estas células, A partir de este suceso, s inkeid una continug formulacion de ideas
concemicntes al cdmo podrian comunicarse estas oélulas, que aparentemente no presentan
camunicacion entre 51, DuBois Reymond en 1887 al explicar el efecio del nervio sobre el
miiscule propone el conceplo de transmision quimica, y en 1904 Elliot apoyaba esia idea al
sefialar que upa suslancis gquimica podria ser la responsable del mecanisme de
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comunicacion. Esta idea se establece en forma definitiva hasta 1921 con los clisicos
experimentos de Oiio Loewi. Utilizando dos corsrones de rana, & demoastrd que la
estimulaciin del primero provocaba la respaesta del segundo, el cual se encortrabs inmerso
en el mismo medio que ¢l primero, Posteriormente Dale, Feldberg v Yought identificarcn o
esie compuesio quimico, que ahora conocemos corms acelileoling, que es el transmisor de la
sindpsis neuromuscular. Asi comenzd [a bisqueda de mis mensajeros quimicos, hasta que
se llegd o una clasificacidn de peurotransmisores con base a su naturalers quimica. Las
amiitas  biogénicas: catceolaminas e indolaminas, gue incluyen a la  dopamina,
norcpinefring, cpinefrion v serofoning. El grupe de los aminodcidos se dividid en
aminaicidos con actividad inhibidora, como el cido y-amino butirico (GABA) v la glicins
(Gily), ¥ con setividad excitadora como el deido aspinico (Asp), y el dcido gluthmico {Glu)
Para 1970-1980 va sc habin identificado la participacion de los neuropéptidos en la
actividad sindptica, v en 1990 se reconoce al dxido nitrco (OMN) como el pramer
neuroiransmisar retrbgrado de tipo gaseoso (Moncada et al. | 1591,

Los parrafos anteriores Gnicamente muesiran una parie restringida del estudio del cercbro
gue ha sudo realizado durante muochos afes v solo se refbere & b comumicacion de las
neuronas, principie  fundomental de los esiudios que se realizan actuslmenie.  El
cobecimiciio de lie probeses que DCUTER e uesro cenebio es un apaskonante misdo de
preguntas y respuestas, en donde las primeras, con cada respuesta se extienden cada ver
mis, pero que, sin embargo, han permitide scercamos al entendimiento de lo que nos hace
=T nosdros mismos; esto oltime involucra peesira inlerpretacion del mundo v de los

procesns que generan dicha interpretacion.



El cercheo depende en un 95 % del metobolismo aerobio, ke que lo hace altamente
vulnerable o cunbguier disminucion de sus substrotos principales: ln plucosa v el oxigeno,
situacion que %= presenian durante la isquemia cercheal La disminucidn severa de la
formacion de ATP provoca cambies que culminan en la muere de las nesronas por un
proceso conocido como excitotoxicidad. Esie tipo de muerte poede ocwrrir cuando existe un
incremento considerable en la concentrackin sindptica del glutamato (Ghe) - principal
newrotransmiser excitador del sistema nervioso central de los mamiferos = o durante una
fialln energética, lo cual facilitn los efectos thxicos del Glu (Beal, 1992, Heancherry et al.,
1989}, La regulacidn de los niveles exiracelulares de este neurotransmisor se debe a la
petividad de proleinss transponadorss, las cuales se encarpgan de removerlo del espacio
sindptico. Durante |a falla energética los transponadores pusden funcionar deficientemente
o tmvertir su direccein de transporie, cremenlando fa concentracion extracelular de Glu,
Piar esta razdn, se ha sugendo que si se inhibe a los mamsponslorss de Glo durante un
evento isquémico se podna reducir la salida del neurcfransmisor, ¥ en consecuencia
disimanuir la muere neuronal, Los éstudbes realizgados para comprobar esta hipotesis se han
efectundo wilizando inhibidores que, sdemds de no ser selectivos para los diferenles
irnsponadores existenies, muchos de ellos son substrato de dsiog, lo qgue concuce o su
imercambio por el Glu imracelular, contnbuyendo al aumente extracelular del
neuroiransmisor. Esto puede limitar el wso de estos fdrmocos parn prevenir la muoerie
peuronal isguémica. En el presenie estudio se compararon los efectos del inhibidor no-
transportable de los transponadores de glutamato, el DL-threo-f-bensiloxiaspanaio (DL-
TBOA), v del inhibidor transponable L-trans-pyrrolidin- 2 4-dicarboxilsto (PDC), sobre ja

sobrevivencia neuwronal v los niveles de algunos amincdckdos, en cultives de nedronas
-



pranulares del cerehedn, También se evaluo el efecto de extos dos compuesios en presencia
de la twoxina mitocondnal, €l dcido F-nitropropianico (3-NP), una toxing que inhibe a la
enzima deshidrogenasa succinica (SDH), que forma parte del complejo 11 de ka codena
transportadors de elecirones v del cicko de Krebs, Los resulisdos indican que In exposicion
o P aumenta significalivamente ln concemracitn de Glu y asparato (Asp) en ¢l medio
extrocelular pero no produce muerte neuronal despuds de exposiciones cortas (30 min}, &
concentraciones de 0.1, 0.25 v 0.5 mM. Sin embargo, o una concentracién de 1 mM s se
presenta muerie nearomal, Bl DL-TBOA induce cambios mas discrelos en los niveles de
Gilu vy minguno en los niveles de Asp. v no produce muerte newronal & ninguna de las
concentrociones probadas, despuds de exposiciones corins, Ambos inhibidores disminuyen
la sobrevivencia durmnte tempos prelongados de exposicion (4, 8 v 24 bhoras). El efecio
wxico del DL-TBOA posihlemente estd  influenciado por wn incremenio en |a
concentracion de glicina (Gly) observada despuds de la exposicidn a este inhibidor, El dafio
neronal sugiere un mecanismo excitoldxico, debido o la proteccion obtenida en presencia
del MK-E0] y del NBOQX, antagonistas de los receplores a Glu. También se sugiere la
participacion del estrés. oxidativo en In muene, debido a ln proteccidn obtendda con el
antioxidante (PBN]. Lo toxicidad del PDC se facilita en presencia del 3-MP, mas no la del
DL-TROA. Son necesanos mas expenimemos para conocer &l mecanismo de liberacidn de
glicina imducida por el DL-TBOA ¥ su papel én la muene  neuronal producda por este

inhibidor.



1. Introduccion

El Glu esti involucrado en un gran nomens de funciones celulares: forma. pane de
la estructurs primaria de los profeinas, participa en ¢l metabolismo celular como fueme de
a-cetoglutarato dentro del ciche Krebs (Filer e al, 1979), en la proliferacion de celulas
cancerosas. ¥ en la formocion de huesos, puesto gue en osteoblastos v osteoclasios se
encieniran receplores 8 Gilu gue influven en |a osieopgénesis (Medergaard et al , 2002),
Ademas, funciona como regalador de ln homeostasis de glucosa en sangre medinnie ka
estimulacion de la secrecion de glucagon, en los islotes de Langerhans en pdncreas
(Morryama v Hayashi, 2003).

En el SNC de los mamiferss el Glu e ¢l neuratransmisor exeitador de mayor abundaneia
Se encuentra implicado en diferenies funciones neuromales como la plasticidad neuronal
(Wheal ¥ Thompson, 1991; Moriyama ¥ Hayashi, 2003), en procesos de aprendizaje ¥
mieroria mediante cantbios en |2 eficacia sindptica. como en la potenciacion a largo plazo
(PLP) v la depresion a large plazo (DLF) (Wheal v Thompson 1991 Smith, 2000); en
procesos de desarrollo (Rafiki et al., 2000) ¥ en el crecimicnte neuronal (Kandel et al.,
2001 . Por otra parte, el Glu puede ser newmiéxico, ¥ ¢s ¢l responsable de un tipo de muerie
neuromal conocida  como  excitdoxicidad  (Olney, 19690 Las  diferentes  funciones
neurcnales del glutamaio cstin directamente relacionadas con |a concentracidn extracelular
de dse vy ocon la imeraccidn que tenga con los diferemies tipos de recepiores
glutamatérgicos, por eemplo, durante ln Iransmision sindplica, su concentracion se
incrementn de 1-3 pM hasta ImM. que ripidamente es removido por los transportadores
gliales v neusonales. Por oira pane, cuando |as neuromas son expussias & Glo o uns
conceniraciom mayor o igunl o 100 pM, éste resubla txico (Choi et al., 1987). La muerie

encitobixica esth implicada en procesos neuropatelogicos asocindos n la epilepsia, la
T



isquemins-hipexio cerebral, la hipoglicemia ¥ a enfermedades neurodegenerativas como lo
enfermedad de Huntington, las encefalopatias mitlocondriales, los sindromes degeneritivos
espinocercbelosos, o enfermedad de Alzheimer ¥ ln esclerosis amiotrdfica lnateral (EAL)

{ Wheal v Thompson, 1991 [shii, 1993; Bittigau v lkonomidon, 1997},

L.1. Tramsmisidn glutamatérgica

La comunicacion interncurcnal mediada por ¢l Glu se denomina trapsmision
plutamatérgica. Esta transmision se inicia con la llegada del potencinl sindptico a la
terminal presiniptica, provocande la aperturn de connles de Ca’' sensibles al voliaje
{CC5V), La entrada de este idn e3 necesaria parn ¢l anclaje v fusadn de las proteinas
presentes en las wesiculss, que en su intenior conbtienen al Glu, con la membrana
presindptica, permitiende In liberacidn del neurotransmizer. El Glu unn ver liberado
inberactin com recepiores presenies en ln céluln  postsindptica continwsnda con la
comunicacion neuronal, Los receptores pars ¢l gluamalo son  metabripicos e
ionedropicos: los primeros desencadenan una sefinl que promueve la formacion de segundos
mensxeras (1.6 P dacilghoerol), mientrms que los receplores ionotropicos permiten |a
entrada selectiva de iones al imerior de I neurona, La actividod de ambos produce cambios
en la neurona postsinaplica que culminan en la excitscidn o inhikecion de éstn (Fig. 1)

Los receplores jonetropicos son: ¢l recepior al M-metil-D-nsporoto (WMIA), el receplor
al c-amime-3-hidrog-5-metil-4-tzoxazel propionate (AMPA) v el receptor a kaknato (KA),
[larados asi de scuerdo ol agonista exdgeno que bos activa (Fagg v Massieu, 1991 Por
wltimo, los receptores metabotrépicos (mRGlus), son receptores acoplades a protelnas G, la

uniin del Glu o esios receplones activa a la fosfolipsa C (PLC), que promueve la formacion



de sepundos mensajeros derivados del fosfutidiimosinol 4, 5-bafosfate (PIP2): mosuol 1,4.5-

trifostato (1P v discilglicerol (1shin et al,, 195}

Terminal presinapiics
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Fig. I Transmissdn plutamaiérgica. Lo logada del potencal & accidn provoca la apeiera de cansles de
calcio dependienies. del velug (CODV) que permiten |o entraln de esbe (00 8 b lemined peeshdples,
permiliendo b libermida del agunmransmar o sspacs sindptica. El glulamstn ingeraciin oon gis recephors
en la membrana postsindiptica. gue son lamio. metabolrdpices (mEghe} como mmotrdpicoes (NMDA ¥
AMPAKainEI) Esios permiten ba enirada selecing de wees: calcio prisgipalmeme por f recepior NMDA y
Ma' K por o recepmones AMPA v kamaio La ATPasa Ma K reesisblece los gradeenies saxos despuds de
la propagacion del estimulo, generandoe el gradicnie de sodw haga el cual operan fos tansportadones de Gl
que ¢ encargan de conclair s tensmesion sisdplics reiireado ol Gle del sedio extrecclular. Los
ransportndones GLAST v GLT=1 s encoeniman principaimeste en astrocites ¥ EACCH en s nesrones. En
Ina astroceas, b gluansien sesetasa (G5) convierse el Gle g pluiamina, ls coal posteriormente pass al espacio
sindptice donde = capturada por ln neurona presindgtica para motabelisarky puevamente & Glu por b
glutaminise sctivade por feslmos (GAF) paa cerrar ¢ ciclp de le transmisdsn gluammérgics. Modificada de

Bonvemn e al |, J007



Receplores a glutamito

El receptor AMPA se encuenira ampliamente distribuido en el SNC, estd formado
por custro subunidades (Wheal ¥ Thompson, 1991; Rongsheng et al, 2003), y es el
responsable de la peurotransmision excitadors ripida que antecede & ln apertura del
receptor MMDA. La entrada de Na' v K° a través del receptor AMPA despoloniza la
neurona, y permite la exirusion del idn Mg™' que bloquea a los receptores NMDA. Los
anlagonisias para este feceplor son las quinexalindionas come la CNOX (6-ciane-T-
nitroquinexaling-2 3-diona) que fambidn bloguen ol receptor a KA, v la NBQX (23-
dihidroxi-6-nitro-7-sul famoil-benzol Nguinaxalina), v el agonista principal es el AMPA (
Fogg v Massieu, 1991}, Los receplores a KA, al igual que los receplores a AMPA, son
permeables a Ma' v K, Este tipo de receptor puede ser activado por el dcido domsico v el
acido kainico, que son toxinas provenientes de una algn. En conjunto los receptores AMPA
Y kainnto son denominados receplones no-MWIA (Fig. 2o,

El receptor MMDA &5 un etrdmerno transmembranol resultado de la asociacion de 4
subunidades que pertenecen a tres familias; NRI, en esta subunidad se une o glicina, que
es co-aponisia del recepror; una de las cuatro subunidades NR2 (NR2ZA-NEIDY, domde se
une el glutamato (Ishii ef al., 1993; Rafiki et al., 2000), v la subunidad NR3, la cual modula
la actividad del receptor NMDA {Das et al., 1998). Este receplor es un poro permeable a
Na' y K', pero principalmente a Ca®. Es un receptor que presenta varios sitios de
regulacion; ademis del sitio de unidn al Gha, presenta un sitio para la Gly que funcionn
como co-agonists, esde sitio tambidn puede ser ocupado por lo Deserina, ¥ s ho
interpretado que es la glicing el co-agonistn endigeno del receptor (Schell et al, 1995). 8i
no se encuentra presente ¢l co-agonisia, no ocurre la aperiura del canal. También presenta
siios de wnitn n polinminas (espermima v espermuding) gque en bajas concentracioncs

i



incrementan la probabilidad de apertura del canal, al unirse la glicina y el glutamato (Siegel

etal., 1994).
a) Receptor no-NMDA b) Receptor NMDA ¢) Receptores metabotrdpicos
n Na+ )
Na Ca 2+ ~ Mg2* gl - p—— e
glu_ ! < =
Qlll-l_k‘ . * Y e e OJ |-|‘ %é v - TR T
- ' pcp Receptotd] LI} Wiy | | pic L3
! (L | B 2+ SR N 5
' I - Mg ProleinaGg - PIPZ
i
v ¥
K* K*

Fig. 2. Representacion de los receptores a glutamato. a) Receptores ionotropicos tipo no-NMDA. Se conoce
bajo este nombre tanto a los receptores AMPA como a los receptores kainato. Ambos son receptores
ionotropicos permeables a Na' y K. b) Receptor ionotrépico tipo NMDA., Se muestran los sitios de union a la
Gly, al Glu, al Zn', al Mg’ el cual se extruye al despolarizarse la membrana, y al antagonista PCP. Este es un
canal permeable a K” y Na” pero principalmente a Ca®". c) Receptores gluatamatérgicos metabotrépicos. Al
darse el acoplamiento del agonista endogeno se estimula la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que lleva a
la formacion de segundos mensajeros derivados del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2): inositol 1.4, 5-

trifosfato (1P3) y diacilglicerol. Modificado de Kandel, 2001.

El Zinc (Zn®") bloquea el canal del receptor NMDA, al igual que el Magnesio
(Mg™"), pero éste ultimo bloquea el canal de manera dependiente del voltaje, retirandose al
despolarizarse la membrana celular (Fig. 2b) (Moriyoshi et al., 1991).

En 1991 Nakanishi y colaboradores mostraron, mediante estudios de hibridacién in

situ en cerebro de rata, la distribucion de la subunidad NR1 (NMDARI1). Observaron que
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fata s cocuentrn distribulda ampliamente en las sipuientes regiones:  hipocompso,
hipatalame, bulbo olfatorio, corteza cerebeal, ¥ particularmente en lo capa gramular del
cerebely {Maorivoshi et al., [#01)

Los principales antagonistas del receptor NMDA son el {+}-5-metil-10,1 1 -dihidroxi-5H-
dibsenzo-{a.d bcicloheplamo-5, | (-imina  maleate (ME-201) gue lo bogues de manern
dependiente del volape, ln kelamina v la fencicliding (PCPF), esws anagonisias son
inhibidores del canal abierto ¥ se unen en un sitie diferente al de unitn a Mg ™" (Siegel e
al., 1994}

Los recepiores metaboirdpicos (mRGhs) son receplords que presentan sicle segmentos
trapsmembramales vy e cncuentran acoplados & proteinas G (Siegel ef al, 1994), Se
encuentran divididos en tres grupos: gripo | gue incluye mRGle 1 v 5 su activacion
produce b formacion de 1P v DAG, el primero incrementa I concentracion inracelular de
calcio, mientras el DAG sctiva a s proteina cinaza C (PRC); el grepo 2 (mRGla 2 ¥ 3) ¥
prupo 3 {mEGIu 4, & 7 v 8), Jos cuales inhiben o la adenilato ciclass produckends una
disminucidn de eAMP, ¢l cual panicipa en la depresion a lurgo plaeo (DLP) (Fig. 2c)
{Knopfel v Grandes, 2002; Pin ¥ Acher, 2002) Una vez activados los receplores y

propagada ln sefial, el glutamato es removido del espacio sindptico por transportadores

especificos,

Transportadores de glulamaio

La fnse final de la transmisidn sindptica glutamaiérgica b llevan o cabo los
Iranspartadores que s encuentm tante en las newronas como en oflulns glinles. Despuds de
la petivacion de los receplores v lo consecuente despolarizacion de ln membrana, &sios se
encargan de retirnr al glutamato del espacio sindptics (Takahashi et al.. 1997; Danbolt,
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20005 Su papel dentro de la iransmisidn simiplica es mantener los niveles de Glo
extracelular alrededor de 1 o 3 uM, v de esta manern evitar su scumulacitn en el espacio
extracelular, protegiends o lns newronns de su accion toxica, resullade de ko activacion
projlongada de los receptores (Danbolt, 2001 ). Los transponadores tienen |e capacidad de
reconocer v transportar tando al glutamato como al aspartate, de igual manern puesden
reconocer a enantidmeros de estos dos aminodcidos. mientras que el L-Glu es removido por
sus tramsporadores, su enantidmero (D-Glu) presenta baja afinided, por otra parie, el D-
Asp v L-Asp pueden ser iransiocados con ¢l mismo rango de afinudad {Campiam et al.,
RLL LY

8¢ han clonade cinco tipos de tmnsperiadores de aminodcidos excitadores (TAAE)
EAAT] (GLAST), EAATZ (GLT-11, EAATI (EAACI), EAAT4 v EAATS (Danbaolt,
21 ). Los transportadores GLT-1 ¥ GLAST, se encuentran ampliamente disirbuidos en el
SMC. El GLT-1 esta presente pnincipaimenie en pstrociios, saunque recientemente so
determing su presencia en newrenas, inchiso en terminales sindpticas (Chen et al., 2004), ¥
se encuentra principalmente en el cerchro anterior. Bl iransponador GLAST se encwenira
presenie en casi todo el sistema nervieso ceniral pero preferentements se expresa en la capa
miolecular del cerebelo (Chanboll, 20013 Este transportador se ba observade principalmente
en células ghiales ¥ su presencin en neuronas es i tanto controvertida: existen estudios que
reficren In presencin del mENA de GLAST en células grunulares del hipecampo, ¥ también
st ha detectado su expresion irensitorin en cullivos de newronas del hipscampo {Danbalt,
2001 b Los transportadores EAACT v EAATY se encuentran exclusivamente en newronas
El transporiador EAATS esta localizado en neuroras v céiulas gliabes de la retina (Gadea ¥
Lopez-Calome, 2001)

El funcicnamicnte de los fransportadores depende del gradiente electroguimico de Ma®

generado por la ATFasa Na'/K" (Takahashi et al.. 1997; Anwell, 2000). La ATPasa Na"/K”
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es el sistema principal de rransporie activo de ioses en lns newronas, al igual que en obras
célubns, por lo que unliza gran pare del ATP, resubado de la glicdlisis ¥ la fosforilacion
oxidativa, Fata bomba extruve 3 Ma' ¢ intemaliza 2 K° por meldcula de ATP hidsolizada.
La entrada neta de una carpga posiliva &5 bo que genera el gradients electroguimico (Siejel
el nl., 1994 Here et al. 1999 Unlizando este pradiente, los transponadores boman del
espacio extrucelular una molécula de ghaismato acompafiado de 2-3 Na” mas 1, mientras
se extruve un K (Fig. 31 Una vez intermalizado el Glu por los transporiadores pliales, es
metabalizado @ glatamina (Gin), por accion de la enzima glutamina sintetasa (GS), que se
encuenir lanio ¢n astrecitos coma en oligodendrmocios, pere no en newronas (Henz ef al,
1994 La Gin es lberadn al espacio sindplico ¥ posteriormente e5 copturada por Ins

Aeuronas, para sinbetizar nuevamente el pearotransmisor (Danbaedt, 20017,

1.2 Excitotoxicidad

A pesar de que el Glu es el newroransmisor excitader principal y estd involucrado
en numercsas funciones neuronnkes, bajo cieras circunstancins, como por ejemplo a altas
copcentraciones v durante | deficiencia encrpética, e mewrstdxice (Chot, 1987,
Henneberry, 1989, Beal. 19920, Los estudios que demosiraron ¢l popel del Glu comeo
newrpdransmisor ¢ dieron en paralelo con lns observaciones o través de las cuales se
identificd su papel peurotdsico. En 1957 Lucas v Mewhouse observaron que al imvectar Glu
intraperitonealmente én ratas inmaduras se producia degeneracion de células en In retina
Afios después, en 1939 Curiis ¥ sus colaboradores observaron gue al superfundir glutamato
0 sus agonistas, aumentaba la tasa de disparo en las neunonas de [ méduln espinal del gato,
John Olney en 196% describio que of administrar glulamato monosidico (GMS) en mtones

neonnbos, cuya barrern hemateencefilica no e encomtmba del wdo desarrollndn, =2
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producia muerte en las neuronas del hipotdlamo. De manera similar, al utilizar acido

kainico se observaba neurotoxicidad.

Membrana plasmatica
presinaptica

Vesicula
presinaptica

k *  Glutamato [mM]

Glutamato [uM]

Fig. 3. Transporte activo celular. La ATPasa extruye 2-3 Na" e introduce 2 K" por molécula de ATP
hidrolizada, generando el gradiente de Na™ bajo el cual operan los transportadores de glutamato. Estos toman

del espacio extracelular una molécula de Glu acompaada de 2-3 Na' y 1 H y a la vez extruye | K. El acido

glutamico dentro de las neuronas se vesiculiza nuevamente, por transportadores distintos a los presentes en la

membrana plasmatica, para volver a ser utilizado en la transmision sindptica.

El término excitotoxicidad engloba dos caracteristicas principales del 4cido glutamico, hace
mencion a su funciéon como neurotransmisor excitador en el SNC asi como a su

caracteristica toxica, la cual se manifiesta a altas concentraciones o bajo situaciones



limitantes de ATP. ¥ ocurme como consecuencia de la sobre-activacion de los receptores
glutnmntérgicos ({Hney, 1964}

B¢ propuso micialmente que las células morian debido al agotamiento de sus rescrvas
energéticas inducide por la sobre-excitacidn (Olney, 1969). Mis tarde se descubrié gue el
incremento en la concentracion intracelular de Ca™, por la activacidn continua del receptor
WMDA, es un factor determinante de la exciiotoxicidad (Chai, 1987; Michaels v Rothman,
1990), Durante un proceso excilpidxico, inicialmente el glutamato activa a los receptores
AMPA v kainato, lo gue conduce a la despolarizacion de la célula, provecando lo extrusion
del Mp®" del receptor NMDA. La activacidn de este receptor permite el paso de Ca®" a la
neurona incrementando su concentracion imracelular, Como importante sepundo mensajens
el Co®" activa diversas proteasas; a la calmoduling ¥ a la éxido nitnco simasa (ONS), que
genera dxido nitrico (0N}, Este dltimo es un mensajero grseoso muy reactive gue al unirse
con ¢ anion superdxido {0y}, proveniente de |a milocondnia, forma peroximitrilo (ONOO,
una modécula altamente reactiva gue produce lipoperoxidackbn de la membrana. El ONOOT
iambidn puede interaciuar con profeinas gue s encuenlran eén la mitocondnia come el
complejo | v IL ¥ con la sconitasa, provocands disfuncidn de lo cadenn transportadora de
electrones, fuente principal de la generacidn de ATP (Jacobson v MeCanty, 2002). Asd
misme el ON puede nitrosilar a la g]i:-mldl.-_hid-n-}l-'usf'ul:n deshidrogennsa, inhibiendo su
funcibn; ésta enzima forma parte de la glicdlisis (Bitigan v lkonomidow, 1997, Sims y
Anderson, 2L Lo mitocondria al tratar de régular kb entrada mosiva de Ca'' excede su
capacidad de capturar calcio, lo que conduce al colopse del gradienie wransmembranal
mitocondnal @ la alteracion de la fosfonlacidn oxidstiva ¥ en consecuencia al incremento
de lu prodsceitn de radicales libres (Henneberry, 19971 Lo activacidn de los receplones
metabotropicos produce degradacedn de lipidos especilicos de la membrana {§ #
fosfatidilinositol), a través de lo estimulackon de o fofolipasa C (PLC), lo que produce la
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formaciton de moléculas mensajeras como el mosiiol 14, S-trfosfato (1850 E> IP; se use a
su receptor en ¢l reticulo endoplismico permitiendo la liberacion de Ca™ de su interior,
copribuyendo al incremente de ln concentracion cifopléasmica del catidn (Bittigas y
[kenomidow, 1997}, Les procesos intracelulares excitoloxices s resumen en la figura 4. La
excilotoxicidad ocurre cuando la concentracion de glutamato excede =8 niveles
extracelulares basales (1-3 M), Eso puede ocurrir cunndoe hoy una liberacidn cxcesiva de
este peurctransmisor, o por una falla en su sistema de remocion. El ranspore de Gla
depende del gradiente de Ma', en condiciones de fulla energética la disminucion de los
iveles de ATP da lugar ol colapso de este gradiente, provecando I disfuncidn de los
trangportadores. Si la deficiencia energética es lo suficientermente severa, el gradiente de
Na' puede invertirse ¥ dar hugar o la operacidn en reversa de los tansporiadores extruyendo
Glu ol espacio extracelular. Esta sitsacion puede presentarse durante |a isguemia, la anoxia
¥ la hipoglicemia severa, Esios estades patoldgicos sen un claro gjemplo de muerie

newronil inducida por exciteioxicided {Massien, 1999],

Isguemka cerebral

La isquemin cerebral resulin de una obstruccion total o parcial del flujo sanguineo
cerebral que reduce o suminisirg de oxigens ¥ nutrientes. Pueden identificarse dos tipos de
isquemia cerchral: ln global ¥ la focal. La isquemia ghobal es el resultado de I infermupcion
todal del flujo sanguineo cercbral, consecuencia de un pore cardiaco o hipotensién severa.
El dafio que se observa en el tejido cerebral se restiinge a zonss wulnerables como el drea
CAl del hipocamipo, lns capas 3, 5 v 6 de lo coreza cerebral v ¢l cerebelo (ladecola, 1999),
La isquemia focal se observa al preseniarse wna redsecion local de bn circulacion cerehrml

ciTcunseTitn o ung arteria prinsipal come I anteria media cerebral {ACM), consecuencia de
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embolias o irembaosis. El dofio resultante se restringe a una zona localizsds del cercbro que
52 comsoe com Tooo isquémico, donde hay muerie abrupta e imemedible. La zona gue la
roden S0 CoNoCe como zome de peammbra, esta monn se distingue por presemas brrigackin
colateral, por bo que no hay una reduccidn todal de oxigeno v glucosa, ¥ es potencialmente
rescatable (ladecola, 1999),

La gran dependencia del SMC del metabolismo nerobio lo veelve susceptible a cualqueer
pliemcidn del suminisiro de glecosa v oxigens. Las funciones celulsres dependen de la
formacién de ATP, del cual el 95 % proviene de In fosforilacién oxidativa en ln
mitscondria. Como s menciond anteriormente, 1a bomba Ma /K" restawra los gradientes
iicos después de la despolanizacion o hiperpolarizacion de la cflula y conswme usa gran
proporcidn del ATP generado, El disturbio de los gradientes inicos v la disminucion del
ATP asociados con la isquemia, conducen al mal funcicnamiento de los transponndores de
Gily, favoreciendo su operscion en reversa (Fig, 5) (Reith et al., 1997, Rossi et al,, 2000},
Durante un evento isguémico wno de los primeras cambios ohservados es ¢l sumento en la
concentracion extracelular de aminodcidos, incluido ¢f glutamalo (Chol ¥ Bothman, |90,
Jacobson ¥ MeCany, 2002}, La elevacidn del Glu extracelular es determinante en ln muerie
isquémica ya que s¢ previene con antagonistas de receptores NMDA, y AMPA/Kainato

{Swan y Meldrum, | %5F),

I8
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Fig. 4. Eventos intracelulares postsindpticos que se dan durante la muerte excitétoxica. La elevacion en la
concentracién sinaptica de Glu provoca la activacion prolongada de los receptores glutamatérgicos, que
promueven el incremento del Ca®" intracelular, tanto por la entrada de Ca® por el receptor NMDA, como por
la liberacion de este ion de las pozas internas del reticulo endoplésmico. El Ca®* activa proteasas e induce la
formacién de radicales libres, provenientes de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria y de la
actividad de la 6xido nitrico sintasa, lo que conduce a la muerte neuronal. La degradacion de la membrana
plasmatica, blanco de diversos radicales libres, y la activacion de receptores metabotrépicos que activan
fosfolipasas, conduce a su desestabilizacion y a la liberacion del contenido intracelular, contribuyendo a las

elevacion del glutamato extracelular. Modificado de Dungan y Choi, en Siegel et al., 1999.

Se han postulado tres mecanismos por los cuales el acido glutimico puede llegar a
concentraciones toxicas durante la isquemia: en la primera etapa del evento isquémico se
produce la liberacion del transmisor de manera dependiente de Ca’*, inducida por la
entrada de este cation por los CCDV o por su salida de las pozas internas (i.e. reticulo

endoplasmico). Posteriormente, el funcionamiento en reversa de los transportadores de Glu,
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induce su extrusiin al cspacio extracelular. Finalmente, el hinchamiento v b actividad de
las fosfolipasas, pueden llevar a la degradacion progresiva de la membrana, contribuyendo
i la liberacién del contenido celular ol espacio extracelulsr (Phillis v O Regan, 2003)
Algunos estudios sugieren gue In vin de salida predominante en |a isquemia es la opsrocion
en reversa de los transportadores de Glu (Rossi et al,, 2001), Por lo anterior se ha sugerido
gue la inhibicidn de los transportadores de glutnmnio puede reducir el daflo resultante de un
periodo isquémico, al reducir la salida del newrotransmisor (Phillis et al., 2000; Anderson et
nl., 20001 ; Phillis v O Regan 2003).

Rothstesn en 1996 observd que al ulilizar inhibidores de los transporiadores de Glu, DL-
threa-fi-hidroxiaspartate (THA) o L-trans-pirrolidin-2 4-dicarboxilate (PDC) en cultivos
organplipices de medula espinal, se increments la concentracion exiracelular de Glu, ¥ que
ésta era probablemente la causa de ln degeneracion observada en las motoneuronas.
Resultados similares focron reportados en cultivos newronales (Velnsco ef al, 1996
Volterra el al., 1996). Al wilizar oligonucledtidos antisentido para ¢l fragmento N-terminal
ie los transportadores GLAST, GLT-1 v EAACI, se observi que al interferir con In sintesis
de GLAST v GLT-1, ambos transportadores presentes preferentemente en oflulas gliales,
praducia dafo neuronal, mientres que la adminsiracatn de los oligonucledtidos antisentido
del transportador neuronal EAAC-]1, no producin neurcdepencracion (Bothstein et al.,
1996), Esto llevd o la conclusion de gue los transporiadores newronales desempefian un
pupel menos importante que los irsnsportadones presentes en las células gliales, en cuanto a
Ia regulaciin de fa concentracion extracelular de Glu, ¥ por tamio de su toxicidad. Estudios
realizados in vive con el inhibidor selectivo para el ranspostador GLT-1, el dibhidrokninato,
SUZICTEn una paricipacion importante e este transportador en la salida de ghaamato

provocada por evenios de isquemia (Phillis ¥ O'Regan, 2003)
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Fig. 5. Estequiometria de los iransponadores de ghaamaio, La fase flsal de is iransmision sisdipibca |a realizan
lea emnsporiadarcs, relemndo ¢l neurciransmingr del espacio smapiico pam MamERer Und conceniracion de
plutamaie d2 1 0 3 u& v de esta maners eviter sy accicn Moxica sohre ks neuronas. Durante el transpone en
reversa, el iranspormdor exiruye Cilu, ¥ en consecuencia eleva los miveles exiracelulmres del neurciransmisor.

Esie = el mecanizmo predominane de [beracion de glulamato duranie un evento de isquemia cerchral.

PFapel de los iransportadores de glutamato en la salida de aminodcidos excitadores y el

dafio peuronal sgquémico

Comio se menciond en los parmafos anteriones, In disminucidn de la produccidn de
ATP lleva o un colapse de los gradientes ionicos, yenerando la opercidn en reversa de los
transportadores de Giu dumante un evenio isquémico, incrementindose la concentrocion
extracelular de este aminodeido (Szatkowski et al, 1990), Por esta razdn se ha propuesio
que la inhibicidn de los transportadores puede disminuir |a salida continua de Glo ¥ en

consecuencia reducir la muerte peuronal isquémica (Rossi et al, 2001), Pama comoborar
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esta hipdtesis se han realizado estudios tanto i vive como in witro, utilizando inhibidores
del transporte, Estos inhibidores no son selectivos para los diferentes iransporiadores de
aminodcidos excitalores (TAAE) por o que no es posible nishar el efecto de cada uno de
ellos sobre el aumento en la conceniracidn de Glu v la resultame muerne neusonal. Los
mhibidores del transporte que se han whilizado won en la gran mayoria substrato de los
transportadores, lo que significa que al unirse al transportador no detienen su actividod s
no mas baen favorecen su infercambeo por el glutamato intracebular, ya sea ghial o neuronal
{Anderson et al., 2001} El PDC es un gjemplo de inhibidor transportable, este inhibidor
tiene un valor [Csy igunl a 74 pM de inhibicion de |a recaptura (Campdani et al., 2003). Es
un inhibidor gue interactin con todos los TAAE v promueve la salida del glutamato pos
hetervintercambao, ¢ un anilogoe del ghotamaio pero no inferactda con recepiomes
glutamatdrgicos (Blueblou el al,, 1996, Volterra et al, 199%6), Estudios en cultivos de
cortezn han mostrade que la exposicidn 8 PDC produce muene newenonal, s cual
correlaciona con la elevacion de los niveles de Gilu (Velasco et al., 1996; Volterm et al,
1996; Blizblau et al, 1996), Estudios in vivo tanto en el hipocampo como en el eatriado de
la rata, muestran gue la administracidn de PDC por microdidlisis, induce incrementos en la
conceniracion de Glu, pero contrario a lo que sucede en los cultivos corticales, ssto no 23
suficieme para producir muere newronal (Massieu et al., 1995; Massicu ¥ Tapia, 1%97). Por
olra parte, una inhibicion prolengada (3-14 dins) de bos transporadores con PDC, provoca
muerte neuronal en el esiriado de la ratn (Ligvens et al | 2000),

Mo obstante, cunndo se sdministra ¢l PDC en ratas gue fueron tratadas previamente con el
mhibidor de fa glicolisis, yodoaceiaio, o el inhibidor mitocomdrial, acido 3-nnropropidnico
{3-NF}, 3¢ presenta dafio neuronal tanto en el esiriado como en el hipocampo (Sinchez-
Corbente y Massiew, 1999 Massieu et al.. 2000). De manera similsr, estudios realizados en

cultivos primarios de células pranulores de cerebelo, la exposicion & PDC eleva |a
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concentracion extracelular de Glu, pero no induce muerte neuronal, sin embargo, cuando se
incuba el PDC con una dosis subldxica | 300uh) de |a woxina mitocondrial 3-MP, si hay un
efecto wixico (Gargip ¥ Massey, 2000, 2003). El 3-NP inhibe de manera irreversible a lo
SDH, pero a una dosis de 500 uM po indece muerte netrenal (Garcia v Massien, 2001 ), El
mecanisme de muene por PDC en estas condiciones parece ser excitloxico va que se
obaerva probeccidn con antagonistas de recepiores MMDA (Garcia y bMassieu, 2001; 2003),

Recientemente se ha sugerido que el PDC o solo produce muerte de lipo excibeioxica,
sino también por estrés oxidative, como consecuencia de ln disminucidn de los miveles de
glutation (GSH) (Himi el al, 2003), La inhibicion de los transportadores de gluiamato
interfiere con el conralransportadir de cisting, lo gue lleva o una reduccitn en los nlveles
intracelulores de éstn, v por tanto del glutation (Ré et al,, 2003}, El GSH s una defensa
anti-oxdante, al reducirse su concentracion intracelubar se facilita la formacidn de especies
reactivas de oxigeno { EROY, volviendo susceptibles a las células contra el daio oxidativo y
ecasionando finalmente s muerie, Sin embargo, resulta difical discernir In fuente ERO,
dado que durante un process exitolixico existe ambién el esirés oxidativo.

En 1998 se sintetizd un inhibidor no tmnsporable de los transportadores de glutamats, el
L¥L-thrpo-[-benzilosinspartate (DL-TBOA) (Slhimamolo et al, 1998). Para este inhibidor
s& estima un valor de inhibicidn de 1o recaptura de [Csgde 19 pM en neuronas v 23,5 pM en
atrocitos | Waagepetersen ef al., 2000}, &5 un inhabidor que bloquea a los transportadores
neuropales v glinles, sin embargo, en culiives de pstrocitos coriicales manifesta actividad
de inhibidor substrato (Anderson e al., 2001 ). En cultives de células granulares de cerebelo
tanto ¢l PDC eomo el DL-TBOA ishiben la captura de ['H]D-aspariato, siendo en esia
preparacidon el DL-TROA mas potente que el PO, ademas el DL-TBOA no promueve la
liberacion de |'HJD-aspartaio preincubado, mientas ¢f PDC si promueve su liberacion

{ Waagepetersen et al., 20013, En rebanadas de hipocampo se observd que este inhibidor
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eleva bn concentracion de Gilu (Jabaudon et al,, 1999, Se ha estudiado ¢l efecio de DL-
Tk sobre la sabda de gluamato v aspamaio en condiciones que mimetizan la Bsquemia
cerebral, en estas condiciones el DL-TBOA reduce |a salida de Glu ¥ Asp pero en este
trabajo no g2 muestran datos que evidencien el efecto protecior de edte compussto (Phillis
el ol. 2004 Phillis ¥ O Regan, 2003). Por ot pane, en rebanadas de hipocampo en
cultivo, se observd gue el DL-TBOA poede provocar muerte newronal (Bonde et al., 2003 ),
aungue un trabaje en s misma preparacion reporia cierta insensibilidad al dafio por DL-
TBOA (0'Shea et al., 20602}

Estas observaciones indican que si se induce la salida de Glu favoreciendo su intercambio
con el inhibidor substrato de los transportadores de Glu, el PDC. no se produce muerte
neuranil, i menos que exista una deficiencia metabalica, este efecto podria limitar el usoe de
esie inhibidor para prevenir ¢l dafio isquémico. Por otra parte, el DL-TBOA s un potente
inhibidor po-transportable (ne substrato) que podria representar una hermmicnia potencial
para prevenir ¢l dafio isquémice. En el presente estudio se investigd si la exposicion a un
inhibidor no-substrate de los transporiadores de glutamaio, ef DL-TBOA, induce aumentos
en la concentraciin extracelular del Glu v Asp, v si es capaz de preducir muene neuronal

en presencia o ausencin de la ioxina mitecondnol, 3-MP.

2. Jdustificacidn

La isquemin cerebral g5 [a primers causa de muerte v discapacidad en personas
adultas en varios paises. En México, con base en estodisticas realizadas por el INEGH, los
padecimientos cercbrovasculores son ln sexia causn de mortalidad. Las consecuencias de la
isguemin cerebral pueden ser variables pero en ln mavorls de log casos ¢ dafo neuronal
resultante dismimiyve |3 capacydad fisico y menial de la persona o en casos severos ocasiona
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la muerle, La bisgueda de berramientas terapéuticas es uno de los campos mils vasios
dentro de In ciencia. El éxite de un [rmaco mvoluem principalmente, el conocimienio
preciso de sus mecanismos de occion, que permitan una sdminisiracion adecuada ¥
oportuna. Para asegurar este resultado, la basqueda minuciosa de los mecanismos de accion
de los farmacos nos da la paula para garantizar un FSIEMIERLD eXilose.

Las funciones que se llevan a cabo dentro de la oélula son extremadamente complejas, ¥
mim mis la inegracidn de odas ésias, por lo que ames de evoloar directamente algin
iratamienio es indispensable colejarlo en una preparacion gque permila mskar ¥ examinar, ya
5ea en conjunto o por separade, las diversas varishles involucradas, Par elle los esiudios in
vitre 300 uha valiosa herramienta, gee nos permiten simular ks condiciones de un sistema
vivo, que si bien no son iguales, si son una buena aproximacidn, a partir de la cual puede

valorarse ¢l efecto sobre un sistema compleja.

Flanteamiento del problema

La inhibicidn del ranspore de glotamato con PDC induce la lberacedn del Glu
Asp por heterointercambio ¥ pusde causar muerte nedronal en algunos tipos celulares,
come en neuronas coricales cultivadas o bien en ciertas condiciones, como durante la
inhibicidn del metabolismo energético. Estos efectos podrian limitar su posible efecto
terapéutice contre el dafo isquémico, El estudio de meevos blogueadores de los
transpartadores de Glu, es muy relevame para el conocimiento de |a participacion de ésios
en ¢l comrol de la concentracion extrocelular de Glu v de su toxicidad. Por esta razén, en el
presente irabajo estudinmos Jos efectos del DL-TBOA sobre los niveles de aminodcidos
extracelularcs v la sobrevivencia newronal en neuronas grandanes del cerebelo en cultivo.

Se estudio tambidn el efecto de este inhibidor sobre [a sobrevivencia neuronal en presencia
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de unn dosis subtdxica del inhibidor de la SDH. 3-NP. Los efectos del DL-THOA se

compararon ¢on los del inhibidor substrato, PIC.

Hipittesis

El PDC se imtercambia por el Glo introcelulor, mientras gue ¢ DL-TBOA
gnicamenie inhibe la captura del neuroimnsmisor, por s que ambos mhbidores tendrin
diferentes efectos sobre los niveles extricelulares de ominodcides excitadores v la

sobrevivencia neuromal.

3. Ohbjetivos

1.1, Ohjetive General

Conocer = o exposicion a PDC o al DL-TBOA promucve cambios sobre la

sobrevivencia neuronal v los niveles de aminodeidos extracelulares.

AL Objetivos Particulares

1} Explorar ¢ efecto del PRC v del DL-TBOA sobre In sobrevivencia neuronal, al ser
incubados a diferentes concentraciones y durante 2, 4, 8 ¥ 24 horas,
2) Conocer si bn presencia de la oxing mitocondrinl 3-MNP facilita los posibles efectos
tiicos del PO v del DL-TROA
3) Cuanmificar o efecto del PDC y del DL-TBOA en la liberacson de aminodcidos
excitadores.
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4) Determinar s existe unn comelacidn entre los niveles de aminodcidos excitadores
presemies en el medho ¥ la muerte neusonil,
51 En caso de presentarse muerle neuronal, conacer 51 &sta es dependiente de la activacidn
de receplores a glutamate, atfizando ME-B0 v NBOQX, para bloguear o los receplores
NMIDA vy AMPAKnasate, respectivamente.
f) Conocer = la muerte inducida por estos inhibidores involucra el estrds oxidative,

evaluando el posible efecto protector del antioxidante, Fenil-M-tert-butil nitrona (PBN).

4, Metodologia

4.1, Culiivos celulures

Se analizaron los efectos de la inhibicidn del transporte de Glu en cultivos
primarics de células pranulares del cerebelo de ralas Wistar de 7 dias postnalales. Los
cerebelos oblenidos de lo diseccitn de siele rtas se cortan ¥ s¢ disocian en unn solucion
con 0.25% de tripsina. vy posteriormente se colocan en unn soluckdn que contiens DM Asa ¢
inhibidor de fripsing (0.08% v 0,52%, respectivamenie), Las células se colocan en un medio
hasal Engle suplememtado con 0% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutsming, 50 Ll
de peniciling, 50 pg/ml de estreptomicina, 50 pp'ml de pentamicing v 25 mM de KCL
Finalmente ¢ colocan en cajas Costar parn cublive de veinlicusino pozos previnmenie
incubados con Poli-L-lisina (Spg/ml) a una densidad de 300-350 x 10" célulasem’. Las
células se incuban o una temperaturs de 37 C en uno aimdsfern de % OOy v 95% aire.
Despuds de veinticuatro horas s¢ adiciono 10 pM de citosing arabinosa para lomitar la
proliferacibn de oflulas no nearonales; ol cuamo dia se adichond glucosa (5 mbd)

Experimentos previos de inmuciioguimica whilizands anficuerpos contra I proteing
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asociada a microtdbulos (MAP-2) v ka proteina [Tbokar dcida de la ghia (GFAP), marcadores
newraniles v gliales, respectivamente. Los cultivos primanos presendan un 2.4 4 0.4 % de

celulas ghales.

4.2, Tratamlenios

Después de @ dias in wire (DIV), para probar el efecio de los imhibidores de los
transportadores de glutamato sobre |2 sobrevivencia neuronal ¥ los niveles de aminodeidos
extracelulares, se remplazd el medio condicionade de las células por una solucidn Ringer
que contiene: NaCl 137 mM, KC1 5.6 mM, NaHCO; 3.6 mM, CaCly 1.8 mM, CgHy20y 5.6
m, HEPES 20 md, KH,POy 12 mM. Se sprepd el POC o el DL-TRBOA a
concentraciones de 0,1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM v | mM duranie 30 minutos; pasado este
Liemipo, 3¢ retind |5 solucidn Ringer v s¢ guardd & -B0°C para In posterior determinacion del
contenido de  aminoicidos (ver mas adelanie). 5S¢ agregd el medio condicionado
previamente filtrado v precalentado a 37°C y se evalud la sobrevivencia neuronal 24 horas
después. Para evaluar la posible toxicidad de Jos inhibsdores ante una deficiencia
metabdlica mitocondrial s= incubt el PDC o el DL-TBOA jumo con el inhibidor de [a
SDH, el 3-NP {500 pM}, Estudios previos demuesiran que o esta concentracidn el 3-NP
inhite completamente a la SDH, sin producir muerie nearonal. Para probar In toxicidad
después de tiempos prolongados de exposicitn, se utilizaron copcemiraciones de 0.1 mM ¥
0.5 mM de PDC o DL-TBOA con tiempos de exposicitn de 1, 4, 8 v 24 h. El posible efecto
protector de los antngonistas de los receplores a glstomate, ME-20] (10 ubd) v NBOX (50
phil, Fue probado comtra of dafbe producido por wna exposicion de 4 ha PDC o a DIL-
TBOA. Los amagonistas se adicionaron al medio Ringer simultineamente que los

inhibidores. También se probd el efecto protector d2l stmpador de radicales libres PBN o 4
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horas. En estos ltimos casos, los inhibidores de los iransportadores de Glu se incubaron

Jurto eon el ME-801, ¢l NBOX o el PBN

4.3, Viabilidod celular

Despuds de 24 hosas de trastamiente, la viabilidad celular ¢ momitored por
examinacion directa de los cultives con microscopia de contraste de fases v por la prucha
de reduccidn del bromur [3-4.5 dimetiltiazol-2-y1]-2,5-difenil tetrazolivm (MTT), @l cual
es reducido a lo sal insoluble de formasin, por las deshidrogenasas mitecondrinles. Es
importante destacar que el MTT oo es permeable a |a membrann v entra por transporte
activo dependiente de ATP, por lo que aquellas oélulas que no presemtan las condiciones
adecuadas para efectuar su internalizaciin no podrin incorporarlo ¥ i fampoco reducirlo
(Liu et al, 1997} Asimizmo, las células cuvas mitocondrins no esidn activas, mo podrin
reducie MTT, EI MTT {150 pM) s¢ mcubd durante una hora, pesferior a esio, s aspin el
medio ¥ s solubiliza la sal resultante con 0.8 ml de isopropanol pars pesteriormente
cuantificar el cobor arul-violeta producto de la reduccion del MTT, en el espectrofotémetro,
o una longited de onda de 570 nm. La reduceitn de MTT se expresa como densidad éptica

(D0,

4.1, Cuantificacidn de Aminodeidos

Al finplizar fos 30 minutos de exposicion a bos diferenies tratamienlos por
duplicado, s retird el medso v las alicuotas, se almacenaron a una tempersium de -73" C,
para la determinacidn posterior de sminodcidos por HPLC. Despuds de haber retirado las

alicitas, se recupera la proteina presente en cada pozo agregando 50 ul de “Buffer” de
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lisis. La proleina recuperada se sometid a sonicackon para disociar el pellet obtenido ¥
poder cuantificarla por ¢l método de Bradford. El valor de la proteina fue constante entre
las diferentes cultivos (096 = 0019 mg'ml) por lo que los niveles de aminodcidos se
expresan en uM,

Parn cuantificar los niveles de aminodcidos en el medio extracelular por HPLEC se filind
coda una de [as muesiras para posteriormente colocar 20 pl de cada una en microviales, en
los cusles e agrega ¢l mismo volumen de o-oftaldehido (OPA) para derivatizar los
aminsicidos presentes, Finalmente se amnlizo el contemido de aminmicides en un volumen
de 10 pl que se invecta en ¢l sistema de HFLT {Waiers 60} equipado con una columna
O (25 cm x 4 mm de diimetno intermo, Supelco, Inc. ). La fase mdval consisie en 8% de
metanol; 22% scetonitrilo: 14% isopropanel: 46% bulfer fosfasos (60 mM, pH 6.85) v en

ien rafngs de ujo de | mUmin en un gradiente lieal de 33 minotos de dissebban

A5 Inmunociloguimica

La presencia de los iransporiadones de gloimmiaio EAATI, EAATI, EAATI v la
proteina fibrilar dcida de ln glin (GFAP) en los cultives, s¢ determind  por
inmupeciioguimica, con base en el método descrito por Chen v Swanson (3003), con
algunas modificaciones. Las célulos s2 sembraron sobre cubreobjetos en cajas de |2 pozos.
Las célalas se lavaron en buffer fosfatos-salina (PES) v 3¢ fijaron en paraformaldehido al
4% a emperatura ambiente. Se blogued con wma solucion gque contiens PRSAritonX-100 ¥
sucro, 1.2% v 1%, respectivamenie (se usd suero de caballo para el transporisdor EAATI ¥
suero de cabra pars el resto de los anticuerpes), durante 30 minuios a temperatura ambiente.
Despuds de lavar, se incubaron los anficucrpos primanos respectivos durmnte 1oda wna

mche 8 4% C. Los anbicuerpos usados fueron: policlonal de cobayo para EAAT (1:500) ¥
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EAAT2 (1:200%; monoclonal de raton para EAATI (1:2000) ¥ policlonal de conejo para
CiF AR (120000, Las célulss se lavaron con PBS ¥ se incubaron por un periodo de 2 horas
con ¢l anticuerpo secundaric correspondiente, Posteriormente, se lovd con PBS v se
mncubaron por 1.5 horas con el complejo  avidinabiotina, Después de lavar la
inmunorenctividad 3¢ detectd con 3-3'-diaminebenzidina, Omitendo los anticuerpos

primarios se preparsron los conlroles negativos.

4.6, Andlisis estadistico

Los datos obtenides se analizaron con una prusha de ANOV A, s aplicé una prueba
peat boe de Fisher para identificar las diferencias entre los ratamienios, Los efectos del
POC v del DL-TBOA sobre la sobeevivencia neuronal se comparnron endre & por una
pruchs estadistica de ANOVA incluyendo los daios individuales de cada inhibidor, a las
diferentes conceniraciones utilizadas. El efecto de la toxing 3-NP sobre la toxicidad del
PDC o del DL-TROA se analied con los datos de cada inhibidor por separade. El mismo
analisis estadistico fue realizado para evaluar los efecios de los inhibidorss sobee los
niveles exiracelulares de aminodcidos, pere en este caso se incluyeron tante las condiciones
individuales del PDC v del DL-TBOA. Los resultados s expresan coms promedio = error

estindar. El nimero de experimentos s¢ indica en el pid de figura,
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5, Resultadas

En este esudio s¢ comprobd |a presencia de astrociios inmunoreactives & GFAP
(Fig. 6). El transportador EAAT] (GLAST) se encuentrn presente en las células glinbes
{Fig. 6), el EAATZ ((iLT-1} se presenta en neuronas y o fue detectado en cdlulas pliales
{Fig. &), v EAAT3 (EAAC) se encontrd dnicomenie en newronas { Fig. 8),

El efecio del PDC v del DL-TBOA sobre la sobrevivencia de las células granulares, se
evalud medianie In exposicidn de los firmaces o diferenies concentraciones (0.1 mM,
0.25 mMd, 0.5 mM v 1 mM), durante 30 minutos en solucion Ringer. Ambos inhibidores po
afectan, de manera estadisticamente imporianie. la sobrevivencia neuronal. Unicamenie ¢l
PDC a 1 mM redujo Lla sobrevivencia en un 39 % (Fip. TA)

EL PDC sumentd significativamente los miveles de Glu, A unn concentracion de 0.5 mM,
ésie alcanzs un vador de 113 pM v a 1 mb de 23.8 pM, incrementands |a concentracidn de
Cilu en el medio 7 v 14.7 veces su valor basal, respectivamente (Fig. TH). El DL-TBOA a
0.25 mM no incrementa significativamente ln concentracidn de Gilu, Pero éstn 539 es
esiadisticamente diferente a 0.5 mM de DL-TBOA, alcanzando niveles de &5 4 1.1 pMd, ¥
a una conceniracidn de | mM, el DL-TBOA produjo un incremenio hasta 13.5 + 3.4 pM
iFig. "B} Esfos datos sugieren que hay unn relacion dosis respuesta, entre la concentraciin
del mhibidor uhlizada ¥ los niveles extracelulares de Glu, pero ésia es més clora en el caso
del PDC.

Por oira parte, aungue o concendracidn de Gilu ohservada en presencin del DL-TBOA a |
mh es significativamente superior o los valores basales, no es suficienle para provocar uma
disminucion significativa de ln sobrevivencia,

Para determinar =i |a texicidad del PDC v ded DL-TBOA se exacerba ame la deliciencia

metabdlicn, se probaron los inhibidores en lns mismas condiciones, pero en presencia de lo
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toxing mitocondrial 3-MP. Lo expesicion individusl o 3-MP no luve ningin efecis sobre [a
sobrevivencia (Fig. 7C). Cuando se incuba PDIC + 3-NPF, hay un incremento gradual de [a

muerte neuronal dependiente de | concentracidn, observindnse una reduceidn significativa

de la sobrevivencia dell 32 % v el 44 % a0.25 v (L5 mM, respectivamenie.

ERTS T

Fig. 6, Inmunocitoguimica pama los Fansporiadores de ghiamats EAATI (GLASTL EAATZ [GLT=1L
EAATI (EAACI) v la proieine dcida fibrilar de |a glia {GFAF) en los cultves prisarios de ofiulas granulancs
el cerelselo. GLT=1 ¥ EAACH se enowniram on lad neuronas tanio en los somas como en los procesos,

mientras LiLAST se express principalmente oo cdlulas glinles. Barm = 10 pm {pars GLT-1 ¥ EAACT) y 50

um para GLAST y GFAP

Solamente e PDC + 3-NPF a 05 mM  disminuyd la sobrevivencla newranal
significativamenle, respecto a |a toxicidad producids por el tratameento individual de PDC

a la misma concemtracidn (Fig. TC). Esta exacerbacion del dafo no se observd con ¢l DL-
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TBOA. La exacerbacion del dafo newronal inducida por el 3-NP no se debe o un
incremento adicional significativoe de los niveles de glummato inducido por la presencia de
la toxina (Fig 7DL Aungue en presencia del 3-KP los niveles de Glu oblemdos son
ligeramente mayores o los aleanzados con ks ralamientos individuales de PDC o DL-
TBOA, éslos no son diferentes esiadisticamente entre si. Al igual que los ratamientos
individuales, en presencia de 3-NP + PDC se obuvieron niveles mas allos de Glu que en
presencia del DL-THOA + INP.

El PDC puments sipnificativamente los niveles de Asp en el medio, mientras que el DL-
THOA po tuvo ningan efecto (Fig. 8A) El efece de ambos inhibidores, sobre los miveles
de este aminodcido e se modifictd en presencin del 3-NP (Fig. 8B). En cuanio a la glicina,
el PC v el DL-TBOA mostruron efecios distinos a los observados sobre el glutamato y el
aspartate. Mientras que el PO aumentd sus niveles dnicomenie a una concentracion de |
mM (aungue este éfecto no fue estadisticamente significativo), el DL-TBOA produpe un
aumento considersble de glicing en el espacio exiracelular a concentraciones de 0,25 v 0.3
mbi, siendo dnicamente significativo a esta dltima concentrncién (Fig. BCL El efecto del
DL-TBOA a | mM sobre los niveles de glicina no pudo determinarse, ya que la presencie
del DL-TBOA en ¢l medio a esta concentragion interfiere con la deteccidn de glicing por
HPLL. Para las demas concemraciones & [ue posible identificar los picos individuales de la
ghicina, por ko que 4 se pisdo realizar el analisis. Con el PDC po se presentd este problema,
La presencin de 3-MP mo modifichd de manera significativa el efecio del PDC ni del DL-
TBOA sebre bos niveles de glhema, Sin embarge, con el DL-TBOA s¢ pucde apreciar una
tendencia a incrementar de manera imponante los niveles de este aminodeido durante La
inhibicidn mitocondrial inducida por el 3-MPF (Fig. 8D,
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Fig. 7. Efecto del PDC y DL-TBOA (0.1, 0.25, 0.5 y | mM) en ausencia o en presencia del 3-NP (500 uM),
sobre la viabilidad celular y los niveles de glutamato en los cultivos primarios de células granulares del
cerebelo. Después de los 30 minutos de exposicion, el medio fue colectado para la determinacién de
aminodcidos por HPLC. Los tratamientos se realizaron en cultivos hermanos, en los cuales después del
tratamiento se cambio el medio Ringer por medio condicionado; 24 horas después se evalud la sobrevivencia
mediante el ensayo de MTT. Los datos se expresan como promedio + error estdndar de la densidad optica (A
y C) n = 4-7, de la concentracion de glutamato (B y D) n = 6 experimentos independientes por duplicado. g,

p<0.05 relativo al valor del control, b, p<0.05 relativo al DL-TBOA a la misma concentracién (B, D).

Los niveles basales de taurina, alanina, y glutamina no se modificaron en presencia del DL-

TBOA o del PDC (Tabla 1). Debido a la baja concentracién de GABA en el medio, no fue

posible cuantificar los niveles de éste por HPLC.
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Fig. 8. Efecto del PDC o del DL-TBOA (0.25, 0.5 y 1 mM) después de 30 minutos de exposicién en medio
ionico en presencia o ausencia del 3-NP (500 pM), sobre los niveles extracelulares de aspartato (A, B) y

glicina (C, D), en los cultivos primarios. Los cultivos fueron tratados de la misma manera como se describe en
el pi de la figura 6. , p<0.05 relativo al control, b, p<0.05 relativo al DL-TBOA a la misma concentracion.

Los datos se expresan como promedio + error estandar de 4-7 experimentos independientes por duplicado.

Para determinar el porcentaje de muerte neuronal resultante de la inhibicién de los
transportadores de glutamato durante tiempos prolongados se realizaron exposiciones de 2,
4, 8 h. La muerte que se observa con ambos inhibidores a concentraciones de 0.1 mM y
0.25 mM es muy similar, por lo que a partir de estos experimentos se utilizo Gnicamente la
concentraciéon de 0.1 mM. En general el comportamiento de los dos inhibidores es muy

parecido (Fig. 9).
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Tratamiento Concentracion de aminoacidos [pM]

Glutamina Taurina Alanina
Control 294+30 19.0+21 44+05
PDC 0.25 mM 262+33 158+2.3 43+09
PDC 0.5 mM 27.3+34 159+21 54+09
PDC 1 mM 289+45 18.1+29 83+24
DL-TBOA 0.25mM 264+26 16.9+2.2 51+09
DL-TBOA 05 mM 27.1+3.0 194 +21 53+13
DL-TBOA 1 mM 27.3+34 " 186+238 41+1.0
3-NP 500 uM 26.0+29 155+2.7 3.8+06
+ 3- NP 500 uM
PDC 0.25 mM 242+ 3.0 18.8 + 2.1 6.3+1.3
PDC05 mM 264+27 219+17 6.4+09
DL-TBOA025mM 252+3.2 19.1+1.9 35+1.0
DL-TBOA 05 mM 27.1+24 198+0.5 74+24

Tabla 1. Niveles extracelulares de glutamina, taurina y alanina. Cambios inducidos por la exposicion
a PDC o DL-TBOA, en presencia o ausencia de 3-NP. Los cultivos de células granulares de cerebelo
fueron expuestas por 30 minutos en medio Ringer a PDC o DL-TBOA, en presencia o ausencia de la toxina
mitocondrial. Los aminodcidos presentes en el medio se determinaron mediante HPLC, Los datos estén

expresados como promedio + error estandar, n= 4-6 experimentos independientes realizados por duplicado.

Ambos inhibidores presentan una tendencia a reducir la viabilidad celular de manera
semejante, solo después de dos horas de exposicion el DL-TBOA fue mas toxico que el
PDC, sin embargo. no hay diferencia entre ambos compuestos a las 4 y 8 horas de
incubacion. A las 4 horas de exposicion se presenta una disminucion significativa de la
viabilidad celular de 41.0% y 31.3 % para el PDC y el DL-TBOA, respectivamente, a una
concentracion de 0.1 mM (Fig. 9A, B). A 0.5 mM el PDC reduce la sobrevivencia neuronal

en un 42.0 % y el DL-TBOA en un 28.0 %, el efecto para ambos inhibidores muestra
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significancia estadistica. A las 8 horas la reduccion de la sobrevivencia para ambos
compuestos es cercana al 45 % (Fig. 9B). Para determinar el tipo de receptores de Glu
involucrados en la muerte inducida por PDC y DL-TBOA, se utilizaron antagonistas de los
receptores NMDA y AMPA/kainato, MK-801 y NBQX, respectivamente, incubados con el
PDC o el DL-TBOA durante 4 horas. Los resultados muestran proteccion completa del
efecto toxico de ambos compuestos con MK-801, por lo que se deduce que la muerte ocurre
principalmente por la activaciéon de receptores tipo NMDA. El NBQX mostré un efecto

protector ante la toxicidad inducida por el PDC y el DL-TBOA a 0.5 mM (Fig. 10 A, B).

1 PDCDA mM PDC 0.5 mM
Ll 12884 TBOA 0.1 mM \ TBOA 0.5 mM

Reduccion de MTT (D.0.)
o
3
w
W
Reduccién de MTT [D.O.

Fig. 9. Efecto de los inhibidores PDC o DL-TBOA (0.1 mM y 0.5 mM) sobre la sobrevivencia de las células
granulares, después de 2, 4 y 8 horas de exposicion en medio Ringer. Pasado el tiempo de exposicion se retird
el medio Ringer y se colocé medio condicionado. La viabilidad celular se evalu6 24 horas después. Los datos
se expresan como densidad optica. Q. p<0.02 relativo al valor control. n = 7-9 experimentos independientes

por duplicado.
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También se probo el efecto protector del antioxidante PBN, con el fin de conocer si la
generacion de radicales libres esta involucrada en el mecanismo toxico del PDC y del DL-
TBOA. Los resultados muestran un efecto protector del PBN contra la toxicidad inducida

por PDC y DL-TBOA a 0.5 mM (Fig. 10A, B).
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Fig. 10. Efecto protector de los antagonistas de receptores glutamatérgicos (NBQX y MK-801) asi como del
antioxidante PBN ante la toxicidad del PDC (A) o el DL-TBOA (B), incubados en solucién Ringer durante 4
horas. Los datos se expresan como densidad éptica, n= 5-7 experimentos independientes realizados por

duplicado. @, p <0.05 relativo al valor control. b, p < 0.05 relativo a la condicién con PDC o DL-TBOA.

Dado que la sobrevivencia celular disminuye atn en condiciones control, cuando las células
son expuestas por periodos prolongados en un medio idnico, se estudio el efecto
neurotoxico de los inhibidores, después de una exposicion continua de 24 horas, en medio
condicionado. Los resultados muestran una reduccion de la sobrevivencia neuronal del 40%

con ambos inhibidores. Bajo estas condiciones se obtuvo una proteccion completa con el
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ME-BOT {Fig. 11} Los efectos del DL-TBOA v el PDC sobre |a morfologin de las células y
el efecio protector del ME-B01 se muestran en Ia fipura 11. La incubacién con FOC o DL-
TBOA modifica la morfologis de las células de manera apreciable, ésias presentan
adelgazamiente de los procesos newronales v los somas se observan translicides. Los
cultives tratndos con PRC o DL-TBOA mas el ME-BD] muestran procesos gruesos y

semas obscuros con In morfologia similar a los caltivies comtrol.
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|. Efectos toxicos del PDC y del DL-TBOA (0.5 mM) sobre las células granulares del cerebelo después

de 24 horas de exposicion en medio condicionado, asi como su proteccion con MK-801, La grafica muestra la
cuantificacion de los datos en densidad optica. Los datos se expresan como promedio + error estandar de
cuatro experimentos independientes por duplicado. a, p<0.05 relativo al valor del control. b, p<0.05 relativo

a la condicion sin MK-801, Barra = 100 um
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5. Discusiin

Desde su sintesis en 1998 hastn shora, los wrebajos fr vive que han evaluado e
papel del inhibidor po substrato de los tmnsportadores de glutamato, DL-TBOA, se han
enfocado a estudiar su efiecto sobre [a liberacidn de amincdcidos excitadores inducidn por [a
isquema (Phillis et al., 200409, En éste g mosird que el DL-TBOA disminuye | liberacion
de glamalo y aspariaio provocada por un periodo de squemia ghobal de 20 mimuios, pero
en este trabajo no s¢ provee ninguna evidencia histoldgica de la prodeccion del tejido contra
la muerte (Phillis et al., 200d%.  En diversos estudios ir vitre 5¢ ha estudiado la aceion del
DL-TBOA sobre el transporte de glutamato (Shimamsoio et ol 1998; Anderson et al 2001;
Wangepertiersen et al, 2001). De scuerdo con estos rabajos, el DL-TBOA inhibe la capuura
de [ C|-aspartate v |'H]D-aspariato en cultivos primarios de neuronas ¥ astrocitos, de la
corieza ¥ del cerebelo, respectivamente (Anderson et al, 2000, Wangeperersen ei al
2001). Sin embargo, el DL-TBOA induce Ia liberncidn de ['* CJ-asparato en cultivos de
astrocilos corticales (Adderson et al., 2001}, En rebanadas de hipecampo el DL-TBOA
imduee muerte neuronal cuando e incuba por periodoes larpos (Bonde e al, 2003 ),

El presente estudic muesira que tanbe el PDC como el DL-TBOA, en las células
granulares del cercbelo, producen [ acumulackin de  glutamate en el medio, a
concentraciones de 0.1, 025 v 05 v | mM, duranie 30 minutes de expesicion, Sin
embargo, esle incremento no produce muerte neuronal, exceplo cuindo se incuba PDC & |
mMd, En este caso el PDC redoce la viahilidad celular en un 43 %, e merementa el Glu
extracelular hasta 23 pM. Cuando el sumento del neuwrstransmisor alcanza concenirackones
de 11 & 13 pM no es ioxico, probablemente porque en estas circunsiancias, las células
pueden regular ¢l aumento de la concentracion de Ca ™ intracelular, consecuencia de la

activacion de los receptones ghatamaténgicos, principalmente de los receptores a NMDA. El
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efecin diferencial &2 los inhibidores sobre ln concentracion de aminodeidos exciladores
indica que el PDC se comporia come inhibidor substrato, v el DL-TBOA conw no
substrate (Shimamotoe et al., 1998, Waagepetersen et al. 2001), ya gue en presencia de PDC
los niveles de aminodcidos excitadores se elevan en mayor magnitud, Durante |a inhibican
mitceondrial, ¢ 3-MNP exacerba In toxicidad del PDC a 0.25 ¥ (L5 mM, mientras que In
toxicidad del DL-TBOA no se alectd. La exposiciin del 3-NP po afecta la sobrevivencia
peuromal ni los niveles de Glu v Asp, por lo que |a exacerbacion del efecto tfxico del PDC
no s¢ debe @ un aumento adicional del glhitnmnto extracelular La muerte posiblemenie s¢
debe a que |as peuronas en condiciones de esinds energdtico, no pueden regular el
incremento de la concentracion de Ca™ intraceludar (Schinder et al., 1996). Por cira parte
se ha sugendo que el transporte del PDC, al igual que o Glu, se co-transporta con 2-3 Na',
bo que swmentaria ba concentracion intracelular de este ¥n, activando a lo ATPasa Na' /K"
(Cebers ef al. 1999), esin ATPasa consame un gran porcentaje del ATF generado
{ Bonvenio et al. 20000, por o que probablemente ¢l ATP se limita durante la inhibicitn del
metabolismo energético por el 3-MP, v quizi sunado al incremento progresive del Ca™
itracelular promueven o muene de las eélulas. La inhibicién de la SDH por el 3-NP a un
concentraciim de 00 pM, que afecta ¢l complejo 11 de la cadenn fransportadora de
electrones v el ciclo de Krebs, no disminuye de maner importante los niveles de ATP
{Crarcia y Massien, 2003}, pero posiblemente la toxscidad del DL-TBOA s incrementaria s
€5 i s presentaman condiciones de deficiencia energética mas sevemns.

La wxicidad del DL-THBOA & tiemypos prolemgados de incubacitdn es clara v similar a La
gue produce el POC, La elevacion de bos niveles de glutamato, inducsda por el DL-TBOA,
8 tiempos largos no fue determinadn en este estudio, pero dadas sus caracteristicas de
inhibidor mo substrato es predecible gue sea mesor o la inducida por el FOOC. Esio nos haria

suponer que la toxicidad de ambos inhibidores seria diferente a tiempos prolongados de
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exposicion, sin embargo, esto no sucede. La toxicidad es similar despuds de 4 v B horas de
incubacién. Posiblemenie durante tiempos brgos, In pcumulacion de Ghe inducida por el
DL-TBOA es suficiente para producir muente. También se examind la woxicidad de ambos
compuesios en ¢l medio en que fueron sembradas las células, despuds de 24 homs de
exposicion. En edta condicion el efecto whxbeo de ambos inhibidores tmbidn es clano v
similar al que se observa durante una exposicion de B horas en medio simicne, Posiblemente
Ia toxicidad de ambos inhibidores se favorece en el medio Mnico, porque éste no conticne
Mg™, lo que permite una facilitacién de la activacidn de los receptores NMDA. Esto dltimo
cs una estrafegin experimental con ln cunl se hace mas perceptible la activacifn de eslos
receptores. La muene neuronal inducida por ambes inhibidores es producto principalmente
de la sctivacidn de receptores NMDA, Dado que e efecto del antagonista de los meceptones
AMPAkainaio, el KBOQX, fue mis evidente para prevenir el dafio inducido por 0.5 mM de
PEL y de DL-TBOA, se puede concluir que a altas concentrackones de log inhibadores, hay
contribucion de eslos receptores en [ toxicidad,

Recientemente se ha sugerido que b inhibicitn de los transporadores de glutamalo
por el PDC mo stlo provoca muerie neuronal por vin excitolGxica, Dado que 1a dismimucidn
de Glu intracelular inhibe el transporie de cisting a través del contratransportador de
cistina/glutamato, In inhibicidn de los trnsponadores de Glu conducs a la disminucicn de
los miveles de glutatidn (GSH) (Himi et al, 2003). Por otra parie, el transportador de
glutamatn newronal (EAATI) ambidn rranspona cisteina del medio extracelular, la cual s2
utiliza para la sinesis de GEH (Chen ¥ Swanson, 2003). El GSH ez un tripéptido formado
por cisteing, glicina v glutamato, encargado de In defensa ant-oxidanie, contra los
diferentes especies reactivas de oxigene (ERD) que constantemente se forman por el
metabolismo naerobio o ante diversas situsciones patoldgices (Dringen ef al., 2000). En
cultivos de hipocampo, el PDC reduce los niveles de GSH y de cisteina intracelular, e
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induce [a formacion de radicales libres. Mientras el ME-R01 previene parcialmente ks
muserte nearonal, cuando se expone el PIM con precursores de cisteinn, se obtiene una
proteccion mavor {Himi et al., 2003}, En cultives de astrocitos diferencindos de estrindo,
los antagonistas de receprores glutamalérgicos no proveen proteccion ante |a woxicidad par
PR, ¥ la muene de los astrocitos e5 consecuencia de ka disminucidn del GSH y la
produccidn de ERO (R e al, 2003} En nuestro modedo, Lo toxicidad del PDC v del DL-
TBOA se preving con el PBM, lo que sugiere la formacion de radicales libres durante el
proceso de muerte, pero dado gue se obfuve una proteccidn total con el ME-801 el
mecanismo de muerie dominante es el exciteidxico. Duranie ln muerie por excitotoxicidad
hay formacidn de radicales libres, y la proteccidn con PBMN es probablemente por
stenuacion de éstos. Do manera inferesante, ln proteccitn por PBM se observd ante ln
toxieidad prodocida por el FOC ¥ por ¢l DL-THOA, o 0.5 mM, lo gue sugiere que a esta
concentracion hay una formacién imperante de especies reactivas de oxigena.

El DL-TBOA causa un aumente én los niveles de glicing en ¢l medio. Posiblements
este efecto esti involucrade en o toxicidad del inhibidor. El ineremento de este
aminodcido, que es co-agonistn de bos receptores MMDA, v la constante acumulacian del
glutamato, podrian ser los responsables de ln activacion de bos recepiores a NMDA v de la
muerte 8 Uempos prolongsdos. Se ha demostrado que el flyjo de Ca®™ por los receptores
NMDA depende directamente de [ concentracidn de la glicing en el espacio extracelular
(Chen et al., 2003, Billups v Artwell, 2003). Aungue el mecamsmo de ascumulacion de
glicina no fue explorado, quizd el DL-TBOA podria tener algin efecto sobre los
rransporasdores de glicing, Los ransponadones de glicina, en las ronas ghitamatérgicas, son
los encargndes de mantener la homeostasis de este aminodcido {Supplisson y Roux, 2002},
Son transportadores que operan bajo un gradiente de sodio ¥ se encuentran tanto en las
nedronas como en los asirocilos (Supplisson ¥ Roux, 2002), En experimentos futuros seria
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importante estudior In ruin de salida de la glicina, por ejemplo incubando al DL-TBOA en
presencia del inhibidor del iransporie de ghicinn, In sorcesinn. Estos experimentios esidn en

Curso.



T, Conclasiin

Los resulindos indican que |a exposicion prolonpgada a DL-TBOMA puede resultar
thxica. Demostramaos que el DL-TROA aumenta los niveles de bcido glutdmico o tiempos
cortos, sin embargo, a tempos prolongados quizd exle incremento se voelva mayor como
consecuensia de lo inhibicidn de su capiura ¥ el beterointercambio del DL-TBOA en
astrocitos, Por lo anterior, ¢l mecanismo tixico involucra la scumulacion de Glu, ¥
posiblemente tmmbién |a liberacidn de glicina. La manera en la cual interfiere el DL-TBOA
con esle aminoacido no s conoce ain, por o que o8 necesario realizar més cxperimentos
para determinar ¢l mecanisme de liberacidn de la glicing por el DL-TBOW v asi conocer el
efecto que presentn este aminedcido sobre |o 1oxicidad inducida por el inhibidor. Por otra
parte, no s encontrd un efecto de la presencia de 3-NP sobre s toxicidad del DL-THOA.
e acwerdo a datos oblenidos en el lnboratorio sabemos que ka dosis de 3-WNP wada en este
irabajo oo disminuye los niveles de ATP, sin embargo, no podemos descariar que anie
situaciones de deficiencin energética mis severas, como sucede durante la isquemia
cerebral, se podria exacerbar el efecio whxico del DL-TBOA. Estudios in wivo realizados en
¢l laboratorio, en el hipocampo v el esiriado de I rta, muesiran que la administracion del
DL-TBOA en estas regiones cerebrobes produce lesiones considerables v dependiendes de Ia
dosas, Ademis, este inhibidor numenta bos niveles extracelulares de glicina de manera
significativa (datos no publicados). Estos resultados demuestran que of DL-TBOA s
poencialmente txice i vive, por lo que siosc utiliza en situaciones en las que el
metabolismo celular estd comprometido, como lo es durante la isquemia cercbral, podria

resultar coniraproducente.
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