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RESUMEN

El ácido glutámico es el neurotransmisor excitador más abundante en el cerebro y un

compuesto fundamental en el sistema nervioso central. Un exceso en la transmisión

sináptica glutamatérgica puede inducir muerte neuronal por excitotoxicidad al

interactuar con su receptor del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) . Este mecanismo

desempeña un papel muy importante en los procesos de neurodegeneración tanto de

tipo agudo como en los observados después de un trauma cerebral, en accidentes

vasculares cerebrales (hipoglicemia, isquemia, anoxia), así como de tipo crónico en

padecimientos neurológicos progresivos como en la enfermedad de Alzheimer, la

enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral

amiotrófica y una enfermedad recientemente clasificada como demencia asociada con el

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), así como también en el proceso de

muerte vinculado con la epilepsia.

Experimentos in vivo han demostrado que el aumento en la concentración extracelular

de glutamato, por estimulación de su liberación con 4-aminopiridina (4-AP), produce

crisis epilépticas y neurodegeneración. Paradójicamente, cuando el incremento de

glutamato extracelular se produce por bloqueo de su transporte in oioo, no hay

evidencias de que se induzca epilepsia ni muerte neuronal. Por el contrario, se ha visto

que este glutamato puede activar receptores presinápticos metabotrópicos que inhiben

su propia liberación.

El objetivo de esta tesis es estudiar el efecto de antagonistas y agonistas de los receptores

metabotrópicos de glutamato del grupo III, sobre los efectos neurotóxicos de la 4-AP en

el hipocampo de ratas despiertas.

Para conocer la participación de estos receptores, se utilizaron dos antagonistas para el

grupo III de los receptores metabotrópicos a glutamato que son el (S)-2-animo-2-metil­

4-ácido fosfonobutanoico (MAP4) y el (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP), ambos
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utilizados en combinación con el inhibidor del transporte de glutamato (POC) en

presencia de un potente convulsivante (4-AP) y el agonista específico L-2-amino-4­

fosfonobutirato (L-AP4) el cual fue utilizado solo en presencia de 4-AP.

Anteriormente en el laboratorio se demostró que la administración de 4-AP junto con

POC en la zona del hipocampo en ratas en libre movimiento genera protección contra la

neurodegeneración y el estado epiléptico inducido por el estímulo con 4-AP. Los

resultados en el presente trabajo muestran que ambos antagonistas de los mGluR 111

utilizados, no sólo tuvieron la capacidad de revertir el efecto protector producido por el

aumento en la concentración extracelular de glutamato por el POC, sino que además

potenciaron las crisis epileptiformes y la neurodegeneración provocada por la 4-AP.

Por el otro lado, activando este grupo de receptores con su agonista L-AP4 se produjo

protección contra el daño excitotóxico, lo cual indica la participación de los receptores

metabotrópicos a glutamato del grupo 111 en la inhibición de la liberación presináptica

endógena de este aminoácido como un posible mecanismo de protección contra la

muerte por excitotoxicidad.

2
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I. INTRODUCCIÓN

• Transmisión sináptica glutamatérgica.

En el sistema nervioso las células que constituyen la unidad estructural son las

neuronas. Ellas son las encargadas de recibir, procesar y transmitir la información y su

característica más importante es que son células eléctricamente excitables, lo que

significa que tienen la capacidad de producir potenciales de acción en respuesta a

estímulos de cierta magnitud. Estos potenciales viajan por las prolongaciones de la

neurona llamados axones hasta llegar a las terminales nerviosas. En este lugar estimulan

la liberación de neurotransmisores, moléculas mensajeras cuya función consiste en

excitar o inhibir otra neurona (Kandel et al, 2000).

Los sitios en donde se lleva a cabo la comunicación entre dos neuronas recibe el nombre

de sinapsis, término acuñado por Sherrington que deriva de la palabra griega "synapse "

que significa contacto (Kandel et al, 2000). La sinapsis química se compone de una

región presináptica, que libera el neurotransmisor, y de una región postsináptica, que

responde ante la presencia del neurotransmisor.

Se conocen varios tipos de moléculas de diferente naturaleza química utilizados para la

señalización y que funcionan como neurotransmisores: las pequeñas moléculas

transmisoras y los péptidos neuroactivos (como las endorfinas). Dentro de las moléculas

pequeñas se encuentran las aminas biogénicas (como la dopamina), los aminoácidos

(como el glutamato) y la acetilcolina. Dentro de toda esta gama de neurotransmisóres

los aminoácidos son los más abundantes y más ampliamente distribuidos en las

diferentes regiones del SNC. Por su acción sobre la neurona postsináptica se han

agrupado en aminoácidos inhibidores como el ácido y-aminobutírico (GABA) y la

glicina, y en aminoácidos excitadores como el ácido glutámico y el ácido aspártico

(Kandel et al, 2000).

El ácido glutámico es el neurotransmisor más abundante en el cerebro y un compuesto

funda me ntal en el sistema nervioso, ya que forma parte del glutatión, de péptidos y

6
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proteínas, además participa en el metabolismo de los azúcares, de los ácidos grasos y del

amonio. Es precursor del principal aminoácido inhibidor, el GABA y tiene una

participación importante en el control del volumen celular. También actúa como

mediador de la transmisión sináptica y de los cambios duraderos en la eficacia sináptica,

conocidos como potenciación a largo plazo (LTP) Y depresión a largo plazo (LTD), los

cuales se consideran corno el sustrato molecular en los procesos de memoria y

aprendizaje (Siejel et al., 1999). Además de lo anterior, este aminoácido tiene un papel

importante en la formación del SNC, ya que se encuentra involucrado en procesos

ontogénicos tan diversos corno la proliferación, maduración, supervivencia y migración

neuronal, formación, remodelación y eliminación de sinapsis, así como también en el

establecimiento y refinamiento de las conexiones neuronales (Pasantes et al., 1991).

El glutamato es un aminoácido no esencial que no cruza la barrera hematoencefálica por

lo que el SNC cuenta con enzimas para su metabolismo, tanto en neuronas como en

células gliales. Se sintetiza a partir de glucosa, con una velocidad de recambio similar a

la de los intermediarios del ciclo de Krebs, que son sus precursores directos, mediante

reacciones de transaminación catalizadas por enzimas dependientes de fosfato de

piridoxal. En la terminal sináptica, su principal precursor es la glutamina que se

hidroliza por la acción de la glutaminasa dependiente de fosfato, dando como resultado

ácido glutámico y amonio (Siegel et al., 1999).

Esta síntesis se lleva a cabo en el citoplasma, por lo que se requiere de un mecanismo

dependiente del transporte activo para su acumulación dentro de las vesículas

sinápticas para su posterior liberación, misma que se realiza al producirse el potencial

de acción en la terminal sináptica generando la despolarización de la membrana. Este

fenómeno induce la apertura de los canales de calcio sensibles al voltaje (CCSV), siendo

los de tipo N y los de tipo P/Q los involucrados en el proceso neurosecretor del

glu tamato (Meldrum, 2000). También participan las sinapsinas, proteínas asociadas con

la superficie de las vesículas sinápticas que contienen al glutamato, y que son capaces de
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sensar calcio, incrementando la probabilidad de fusión de las vesículas con la membrana

presináptica, dando lugar a la liberación del glutamato (Jovanovic et al., 2001).

• Receptores a glutamato

Las acciones fisiológicas del glutamato se han podido conocer con mayor detalle gracias

al progreso en el conocimiento de la transmisión glutamatérgica en términos de la

identificación, caracterización y clonación de varios receptores que reconocen a este

aminoácido (Brauner-Osborne, et al., 2000; Nedergaard et al., 2002).

Actualmente, se conocen varios tipos de receptores específicos que se han caracterizado

mediante diferentes estrategias experimentales, como son las respuestas

electrofisiológicas, los estudios de unión al receptor y mecanismos moleculares de

sistemas de transducción involucrado.

De acuerdo a su mecanismo de transducción, existe una clasificación general que los

divide en dos familias: ionotrópicos y metabotrópicos

Receptores ionotrópicos (iGluRs):

Los iGluRs operan por apertura de canales catiónicos que permiten el paso selectivo de

iones sodio (Na"), potasio (K+) o calcio (Ca2+), por lo que se encuentran involucrados en

la neurotransmisión rápida del cerebro, debido a que su paso por el canal produce la

despolarización de las neuronas.

Dentro de esta familia se han descrito dos subfamilias en función del agonista que los

activa: los que reconocen al N-metil-D-aspartato, llamados receptores NMDA y

los que reconocen al kainato y/o al AMPA (ácido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4­

isoxazolpropiónico), llamados receptores no-NMDA.

La activación del receptor NMDA facilita el acceso de Ca2+ aunque también permite la

entrada Na" y la salida de K+. Además del sitio de reconocimiento al glutamato, este

receptor presenta varios sitios de unión a ligandos que influencian la apertura del canal.

Uno de ellos es el que reconoce a la glicina, qu e cuando se encuentra unida al receptor,

facilita la ap ertura del canal debido a la uni ón del glutama to. Es por esto que se

8
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considera a la glicina como un co-agonista obligatorio. Lo anterior contrasta con su

papel de neurotransmisor inhibidor en algunas regiones del SNC, como en la médula

espinal, pero se sabe que el sitio de la glicina en el receptor NMDA tiene propiedades

farmacológicas diferentes a las del receptor de glicina (Johnson y Ascher, 1992). Otro de

los sitios de unión se encuentra regulado por poliaminas tales como la espermina y

espermidina que a concentraciones micromolares, aumentan la posibilidad de apertura

del canal. Por el contrario, si se encuentran a concentraciones mayores, inhiben la

activación del receptor (Dingledine y Bennett, 1994). Otro sitio reconoce al Mg2+, el cual

actúa como inhibidor cuando se encuentra unido. El bloqueo que ejerce este ion se debe

a que su sitio de unión se encuentra dentro del canal y su desprendimiento depende del

voltaje, por lo que cuando se despolariza la membrana queda libre para abrirse por

acción del ligando (Meldrum, 2000). El Zn2+ también tiene un sitio de reconocimiento en

el receptor NMDA, solo que a diferencia del Mg2+, éste ejerce un bloqueo independiente

del voltaje (Dingledine y Bennett, 1994). Existen también algunos sitios importantes en

los cuales el receptor puede ser modulado o activado por el mecanismo de fosforilación.

Éste proceso es reversible, por acción de las proteín-cinasas y fosfatasas, y puede

ocasionar cambios prolongados en los procesos en los que se encuentra involucrado

(McDonald et al., 1998).

Este receptor está formado por cuatro subunidades: La NR1 con ocho isoformas, la NR2

con cuatro subunidades (A,B,C y D) Yla NR3 con dos subunidades (A y B). Todos los

receptores funcionan corno ensambles heteroméricos formados obligatoriamente por la

subunidad NR1 en combinación con por lo menos un tipo de subunidad NR2. Las

subunidades NR3, por sí solas, no forman receptores funcionales, pero se pueden

ensamblar con los complejos NR1/NR2 (Cull-Candy et al., 2001). La combinación de las

distintas subunidades le confieren al receptor una gran variabilidad funcional en cuanto

a sus propiedades electrofisiológicas y farmacológicas, lo que determina diferencias en

afinidad hacia sus agonistas o la sensibilidad a sus antagonistas, la cinética de las

respuestas, la permeabilidad a iones y la sensibilidad al bloqueo por Mg2+ (Nakanishi,

9
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1992). Los principales agonistas para este receptor son el NMDA y el aspartato y sus

antagonistas el maleato de dizocilpina (MK-801), y el D-amino-fosfo-valerato (D-AP5).

Los receptores del tipo AMP A son permeables al Na" y al K". y en general no son

permeables al Ca2+. Se encuentran compuestos por cuatro subunidades (GluR1-4) que

pueden formar complejos homoinéricos o heteroméricos (Wenthold y Roche, 1998).

La permeabilidad catiónica de los receptores AMPA está determinada por la selección

de subunidades, ya que canales que carecen de la subunidad GluR2 sí son permeables al

Ca2+ (Hollman et al., 1991) Los principales agonistas son el quiscualato y el AMPA.

Hasta la fecha se han encontrado otros agentes que modulan su actividad, por ejemplo,

los barbitúricos que antagonizan y el zinc que potencia las respuestas

(Wenthold y Roche, 1998).

Los receptores tipo kainato (KA) son selectivamente permeables al Na" y al K+. Se

encuentran formados por cuatro subunidades ensambladas en horno o heterodímeros de

las subunidades GluR5, 6 y 7, las cuales presentan baja afinidad por el Kainato y las

subunidades KA1 y KA2 que tienen alta afinidad por el kainato (Wenthold y Roche,

1998). A pesar de estar ampliamente distribuidos en el SNC, los receptores KA son

menos abundantes que los AMPA. Aunque sus secuencias primarias son distintas, entre

ellos hay similitudes farmacológicas que generan confusiones, por lo que en ocasiones se

les menciona como receptores AMPAjkainato. (Wenthold y Roche, 1998). Los

antagonistas para sus sitios de unión! disponibles actualmente, son la 6, 7-dinitro­

quintro-quinoxalina-2, 3-diona (DNQX) y la 6-ciano-7-nitro-quinoxalina-2, 3-diona

(CNQX) que a concentraciones micromolares, inhiben las respuestas de estos receptores

sin afectar las inducidas por los NMDA (Honoré et al., 1998; Blake et al., 1988).

Receptores metabotrópicos (mGluRs):

Los mGluRs están acoplados a proteínas G y operan por la generación de segundos

mensajeros, regulando así la actividad de enzimas de membrana y canales iónicos y, de

esta manera pueden mediar la actividad sináptica excitadora lenta, pero prolongada, en

el sistema nervioso.

10
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El grupo de receptores metabotrópicos a glutamato esta constituido por ocho subtipos

(mGluRl-8) y varias isoformas, subdivididos en tres grandes grupos: mGluR 1, mGluR II

y mGluR IlI, que se han clasificado de acuerdo a la homología de su secuencia de

aminoácidos, a los mecanismos de transducción de señales y a sus propiedades

farmacológicas. Los receptores de un mismo grupo comparten una homología de

secuencia de aminoácidos de alrededor del 60-70%, mientras que se reduce hasta un

40-45% entre miembros de diferentes grupos (Pin and Duvoisin, 1995).

El grupo I (mGluR1 y mGluR5) se encuentra positivamente ligado a la fosfolipasa C, la

cual causa la hidrólisis de fosfoinosítidos en diacil glicerol e inositol1,4,5-trifosfato (IP3),

que se une a receptores del retículo endoplásmico ocasionando la liberación de Ca2+

desde esta estructura intracelular. Son selectivamente activados por el (S)-3,5­

dihidroxifenilglicina (DHPG) y se localizan mayoritariamente a nivel postsináptico en

cuerpos celulares, troncos dendríticos y espinas dendríticas (Luján et al., 1996;

Shigemoto et al., 1993 y Cartmel1 y Schoepp, 2000). Su rasgo más característico es que se

encuentran fuera de la densidad postsináptica de las sinapsis glutamatérgicas,

concretamente, en los bordes de las sinapsis conocidos como zonas perisinápticas, así

como también en la membrana extrasináptica de espinas dendríticas (Luján et al., 1996).

El grupo 11 (mGluR2 y mGluR3) y el grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8) se

encuentran negativamente acoplados a la adenilato ciclasa, por lo que la activación de

estos receptores provoca una inhibición de la formaci ón de AMPc estimulada por

forskolina . Los receptores del grupo 11 son selectivamente activados por el

-(15,1R,2R,3R)-2-(2,3-dicarboxiciclopropil)glicina (DCG-IV). Se encuentran

primordialmente en glía y en sitios pre y postsinápticos alejados de las zonas activas

(Neki et al., 1996; Petralia et al., 1996), mientras que los del grupo III tienen su

localización mayoritariamente en la especialización presináptica de terminales axónicas

en sitios de liberación de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996; Ohishi et al., 1995;

Bradley et al., 1996). Estos receptores son selectivamente activados por el L-2-amino-4­

fosfonobutirato (L-AP4).
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De manera general los mGluR tienen como ligando endógeno al glutamato y como

agonistas farmacológicos al (2s,ls,2s)-2-(carboxiciclopropil)glicina (L-CCG-l) y el

l-aminociclopentano-l, 3-dicarboxilato (ACPD). Los antagonistas sintetizados son

derivados de las fenilglicinas como por ejemplo, el a-metil-4-carboxifenilglicina (MCPG)

que bloquea a los grupos I y II Y a algunos miembros del grupo III

(Cartmell y Schoepp, 2000). El NMDA, AMPA Y KA no activan estos receptores y sus

antagonistas no tienen efecto alguno en la activación de los receptores

metabotrópicos (Schoepp et al., 1999a).

Desde el punto de vista molecular, estos receptores son proteínas integrales de

membrana formados por una única cadena polipeptídica. Presentan un extremo amino­

terminal que se extiende en el espacio extracelular, una porción central constituida por

siete segmentos transmembranales con estructura e-hélice, unidos por tres asas

intracelulares y tres extracelulares y también presentan un extremo carboxilo-terminal

localizado intracelularmente. Los residuos de la segunda y tercera asa intracelular,

constituyen la región más importante para la activación y el acoplamiento del receptor a

la proteína G. Por su parte, los residuos del extremo carboxilo-terminal están implicados

en la desensibilización inducida por la proteína cinasa C (PKC) y en la interacción con

proteínas intracelulares como la calmodulina, proteínas Homer y otras proteínas con

dominios PDZ (Pin and Acher, 2002).

En la tabla 1 se muestran algunos de los agonistas y antagonistas de los receptores

metabotrópicos, sus mecanismos de regulación, afinidad, así como su localización tanto

en regiones dentro del SNC como su localización subcelular en sitios específicos de las

neuronas.
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GRUPO 1 GRUPO 11 GRUPO 111

Subtipo mGluR1 a, b, c y d mGluR2 mGluR4 a yb
mGluR6

mGluR5 ayb mGluR3 mGluR7 a yb
mGluR8

Mecanismo de
Transducción t Hidrólisis PI J. cAMP J. cAMP

Principal activador DHPG DCG-IV L-AP4

Quiscualato LY379268 L-SOP
3-HPG LY354740 ACPT
CHPG 2R,4R-APDCI S,3R-ACPD (R,S)-PPG 1S,3R-ACPD

Agonistas TADA 1S,3R-ACPD IS,3S-ACPD IS,3S-ACPD
lS,35-ACPD L-CCG-l L-CCG-I

L-CCG-1
4-CPG EGLU CPPG
AlOA MCCG MAP4
(S)-4C3HPG LY341495 MSOP
CPCCOEt MCPG

Antagonistas MPEP
SIB 1893
SIB 1757
LY367385
MCPG
Hipocampo Cerebelo Hipocampo Hipocampo

Localización en el SNC Tálamo Corteza entorrinal Corteza entorrinaI
Cerebelo Tálamo * Retina (mGluR6)
Corteza Hipotálamo

- Presinápticas
Localización en neuronas - Postsinápticas - Postsinápticas - Presinápticas

- glial

Mecanismo de - Facilita la liberación - Reduce la - Reduce la transmisión
acción de glutamato. transmisión sináptica sináptica excitatoria y

excitatoria. reduce la liberación de
glutamato.

Afinidad mGluR1 : 0.32 11M mGluR2: 5.9 11M mGluR4: 1.6 11M
por el glutamato mGluR6: 12.3 11M

( IC so ) mGluR5: 0.70 11M mGluR3: 0.34 11M mGluR7: 869 11M
mGluR8: 9.5 11M

Afinidad mGluRl: Inactivo mGluR2: 167 11M mGluR4: 0.44 11M
por el L-AP4 mGluR6: 6.8 11M

( EC so) mGluR5: Inactivo mGluR3: Inactivo mGluR7: 211 11M
mGluR8: 1.7 11M

Tabla 1. Grupos de receptores metabotrópicos a glutamato.
(Mod ificada de Co nn y Pin , 1997)
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• Remoción del glutamato.

Después de que el glutamato ha activado a sus receptores, es removido del espacio

sináptico por un sistema de recaptura que consiste en una familia de proteínas

específicas llamadas transportadores de glutamato de alta afinidad dependientes de

sodio, el cual es requerido para la unión al glutamato, mientras que el potasio es

requerido para el transporte neto (Nedergaard et al., 2002). Estos transportadores

utilizan gradientes electroquímicos de Na", K+, H+ y OH- a través de la membrana

plasmática como fuerza electromotriz para el proceso de transporte, el cual también está

acompañado por cambios en el voltaje y en el pH para remover al glutamato del espacio

sináptico hacia el interior de las neuronas y de las células gliales (Takahashi et al., 1997).

Se han descrito varios tipos de transportadores los cuales tienen diferente distribución

dentro del SNC, cinética y propiedades farmacológicas (Gadea y Lopez-Colome, 2001).

Actualmente se conocen 5 tipos de transportadores o acarreadores de glutamato: el

EAAT1 (GLAST), el EAAT2 (GLT1), el EAAT3 (EAAC), el EAAT4 y el EAAT5, todos

ellos tienen una identidad del 35-55% en la secuencia de aminoácidos y patrones casi

idénticos de hidrofobicidad, sugiriendo que sus propiedades funcionales están basadas

en rasgos estructurales similares (Takahashi et al., 1997).

El transportador GLT1 se encuentra únicamente en células gliales, aunque se sabe que

varias poblaciones de neuronas pueden expresarlo durante el desarrollo del SNC y

desaparece con la maduración. Su éxpresión es muy abundante en hipocampo (12,000

moléculas por ~m3 de tejido), también se encuentra en corteza, tálamo, cerebelo y bulbo

olfatorio (Danbolt, 2000). El GLAST al igual que el GLT1 es un transportador

exclusivamente glial. Su mayor expresión se localiza en el cerebelo (18,000 moléculas

por um>de tejido), y también se le encuentra en el bulbo olfatorio, hipocampo, corteza y

tálamo (Danbolt, 2000). El EAAT3 es un transportador que se encuentra distribuido en

tejidos periféricos como en riñón, intestino y retina. En el SNC se le ha encontrado en

terminales presinápticas, en hipocampo, corteza, cerebelo, ganglio basal y en médula

espinal (Danbolt, 2000).
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El transportador EEAT4, se ha localizado sólo en células de Purkinje, del cerebelo, y a

muy bajas concentraciones. Finalmente el transportador EEAT5 no se ha podido

caracterizar muy bien en mamíferos, sin embargo, se sabe que tiene una fuerte expresión

en las células de Müller, en retina, y en neuronas de salamandra (Danbolt, 2000).

• Excitotoxicidad.

John Olney en la década de 1970-1980, acuñó el término de excitotoxicidad para

describir la capacidad de los aminoácidos excitadores, específicamente el L-glutamato,

de sobreactivar y dañar las células nerviosas, lo que se ve reflejado en diversas

fisiopatologías de varios desórdenes neuronales, como es el caso de accidentes cerebro­

vasculares (como los observados después de un trauma-cerebral, hipoglucemia­

isquemia), en trastornos cognitivos como psicosis, esquizofrenia y en las enfermedades

neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de

Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica, la corea de Huntington, la demencia asociada

con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y en el proceso de

neurodegeneración vinculado con la epilepsia (Arias, 1991).

Las primeras observaciones que vincularon al glutamato con su acción neurotóxica se

originó desde la década de 1950-60 cuando Curtis y colaboradores (1959) descubrieron

que el glutamato y sus análogos, al ser administrados en la médula espinal de gato,

aumentaban la tasa de disparo. En 1952, Hayashi descubrió las propiedades

convulsivantes de la, inyección intracerebral de glutamato en un modelo experimental

. con perros. Lucas y Newhouse (1957) observaron por primera vez que la exposición a

cantidades elevadas de ácido glutámico aplicado sistémicamente a ratones inmaduros,

producía neurodegeneración retina1. Una década después, Olney y colaboradores (1970

y 1972) encontraron que la inyección de glutamato y sus análogos en ratones inmaduros

y primates, provocaba neurodegeneración en otras áreas del SNC, como el hipotálamo,

yen regiones cuya barrera hematoencefálica no estaba totalmente desarrollada (Olney

et al., 1999). En otros estudios, este mismo autor demostró la correlación directa entre las
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propiedades neuroexcitadoras y neurotóxicas del glutamato asociadas a la

sobreactivación de sus receptores (Olney, 1978).

De esta manera surge el término de excitotoxicidad para definir el daño celular

producido por la activación excesiva de los receptores de glutamato (Bittigau y

Ikonimidou, 1977) mismos que son responsables de la hiperexcitación, daño y muerte

neuronal.

Hoy sabemos que la excitotoxicidad es un fenómeno global, que si bien se inicia por la

sobreactivación de los receptores glutamatérgicos, no sólo se debe a la excitación

prolongada de las neuronas, sino también se debe al desencadenamiento de una serie de

reacciones metabólicas que incluyen la activación de múltiples enzimas, que a su vez

llevan a la destrucción neuronal. A continuación se describen estos mecanismos, que se

resumen en la figura 1.

El daño cerebral característico mediado por el glutamato es de naturaleza postsinaptica

y se han descrito dos fases: la primera se denomina fase aguda, la cual es inmediata y

puede ser reversible. Se caracteriza por un hinchamiento marcado del soma y de las

dendritas, provocado por la entrada de sodio y cloro, respuesta mediada por los

receptores no-NMDA. Estos receptores al activarse, permiten el paso de sodio a través

del canal generándose la despolarización de la membrana y con ello la entrada de cloro

yagua. Sin embargo, bajo estas condiciones no se ha visto que se produzca muerte

.neuronal, a menos que el fenómeno se lleve a cabo por periodos muy prolongados

(Dermis, 1987). La segunda fase ocurre más tarde y se caracteriza por la destrucción

gradual de las neuronas. Esta muerte depende del calcio extracelular y sus efectos

tóxicos se producen por la entrada masiva de este catión, con el consecuente aumento en

la concentración citopl ásmica, más allá de la capacidad de amortiguamiento intracelular

(Dennis,1987).

Hoy en día existen ya muchas evidencias de que el calcio tiene una fuerte participación

en el ciclo de toxicidad, ya que es capaz de inducir desajustes en varios procesos

celulares, incluidos los de generación de ene rgía (Siesjo et al ., 1995). El incremento
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citosólico de calcio conduce a la activación de diversas enzimas: 1) Las proteasas, como

es el caso de la calpaína 1, la cual degrada varias proteínas estructurales, por ejemplo, la

tubulina o la espectrina, proteínas del sistema de microtúbulos. Por lo que su

participación en la degradación celular es evidente (Arias, 1991). 2) Las fosfatasas

también pueden activarse y producir cambios importantes en los fosfolípidos,

contribuyendo al rompimiento de la membrana celular y a la liberación del ácido

araquidónico, cuyo metabolismo favorece la producción de radicales libres citotóxicos.

3) Las endonucleasas que se encargan de la degradación de los ácidos nucleicos que

inducen el daño del núcleo celular (Tapia et al., 1998).

Por otro lado, también se ha visto que la activación de los receptores metabotrópicos del

grupo 1 contribuyen al incremento en las concentraciones de calcio, ya que el IP3

estimula su liberación de pozas intracelulares (Mannaioni et al., 2001). Así como

también la activación de proteín - cinasas con movilización de calcio, las cuales pueden

intervenir en la activación de genes "de muerte" y completar el círculo de

retroalimentación positiva que culmina con la muerte neuronal (Beal, 2000).

Además de lo anterior, se sabe que existe una fuerte participación de varios mecanismos

mediante los cuales se genera daño mitocondrial dependiente de calcio, como la

formación de especies reactivas de oxígeno que dan lugar a la existencia de radicales

libres superóxido. Esto disminuye la capacidad de producción de ATP, por lo cual

decrece la actividad de la bomba sodio-potasio (ATPasa Na+-K+). El resultado es que

disminuye la extrusión de Na", alterándose el gradiente de concentración de este catión,

despolarizándose la membrana neuronal y facilitándose la respuesta de los receptores

NMDA (Choi, 1988; Olanow, 1993; Louvel et al., 1997).

Los primeros experimentos que sugirieron que la función mitocondrial es un punto

clave en la inducción de la muerte por excitotoxicidad fueron realizados por Schindler y

colaboradores en la década de 1990-2000. En uno de sus trabajos observan que la

mitocondria está involucrada directamente en el secuestro de calcio durante un episodio

excitotóxico, mostrando que al producirse aumento en la concentración de calcio
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generándose la apertura de la transición el} la permeabilidad del poro, lo cual, colapsa

el potencial (Schindler et al., 1996). Inmunosupresores como la ciclosporina A, pueden

prevenir el colapso del potencial inducido por la activación del receptor NMDA, ya que

en presencia de 1.6 J1M de ciclosporina A yen respuesta a 20 minutos de NMDA, la

despolarización mitocondrial es transitoria y puede recuperarse en poco tiempo,. Esto

sugiere que la apertura persistente del poro puede ser la causa de la despolarización

irremediable que evita la sobreviviencia de las neuronas (Schinder et al., 1996).

Aunque los mecanismos de excitotoxicidad no se conocen completamente, se sabe que

existe una amplia correlación entre el aumento en la concentración de calcio inducida

por la activación de los receptores del glutamato (especialmente del tipo NMDA) y la

neurodegeneración, además de que se ha demostrado que la neurotoxicidad puede ser

muy regional y selectiva. Esto debido a que puede depender, entre otros factores, de la

distribución particular de los receptores glutamatérgicos y de las propiedades

bioquímicas de las células blanco que pueden variar con la edad y con las características

particulares del desarrollo neuronal (McDonald et al., 1990).

Célula Glial

tFalla Energética
"IP3 Newona'6- ~ Po8tsln6ptlca

0(( ~~/M~~

0\-;;:s~7[\~~I~.!~[oo
~ \ DafIo de Lipidos

GLAST GlTl ~ Nuclear /

• Dallo Membrana!

~" ...-
VSCC ----

Figura 1. Representación esquemática de los procesos bioquímicos que participan en el mecanismo de
excitotoxicidad en una sinapsis glutamatérgica.
Receptores: NMDA, AMPA YmGluR. Transportadores: EAAC1, GLASTy GLTl.
Canales de calcio sensibles a voltaje: vscc. Inositol (1,4;5) trifosfato: IP3. Calcio: Ca2+. Glutamato: Glu
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• Epilepsia.

En el desarrollo histórico de la medicina, pocas enfermedades han acumulado tantas

creencias erróneas, basadas en la superstición, prejuicio e ignorancia como se ha dado en

el caso de la epilepsia. En varios periodos de la historia ha sido visto como un castigo o

motivo de persecución, hechizo, posesión del demonio o como una enfermedad

contagiosa. El temor a esta enfermedad se ha dado en gran parte debido al

desconocimiento que se tiene sobre lo que alguna vez se llamó "el mal sagrado". Esta

interpretación surgió hace miles de años y proviene de la creencia de que durante los

ataques epilépticos, las personas enfermas eran capaces de comunicarse con los dioses y

que a diferencia del común de los mortales, podían entrar en comunión con ellos. El

hombre tardó miles de años en descubrir que la epilepsia es una alteración que tiene su

origen en el cerebro y que no es ni diabólica, ni sagrada. Su historia tiene mucho que ver

con la historia de las ideas de las funciones cerebrales a través de las épocas. Así pues,

los hallazgos de cráneos trepanados en África, Europa y Perú, de miles de años de

antigüedad, son el indicativo de que el hombre ha tratado de intervenir en la expresión

de las funciones cerebrales desde hace mucho tiempo.

Desde la aparición de la escritura, se tienen indicios de la existencia de la epilepsia. La

enfermedad sagrada (Morbus sacer, en latín) figura en documentos de la antigua

Mesopotamia (5000 a.e. aprox), en donde se relaciona con "la mano del pecado" y con

el "dios de la Luna", de aquí el término "Lunático" . Sin embargo, el texto de Hipócrates

"Sobre la Enfermedad Sagrada", escrito hacia el año 400 a.e, es sin duda el más conocido

sobre la historia de la epilepsia, ya que en esta obra se hace hincapié en el origen físico

de la enfermedad y se hizo notar que, dadas sus características, esta enfermedad

causaba asombro entre los hombres, es por esto que siempre se les relacionaba con

cuestiones mágico-religiosas (Brailowsky, 1999).

Estas ideas predominaron hasta el inicio del siglo XIX cuando Heberden describió

algunas características clínicas que se presentan de manera diferente en el niño y el

adulto. Tiempo después Hugliglins [ackson inició la descripción meticulosa de la
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llamada epilepsia Jacksoniana, relacionando los paroxismos motores localizados (en la

mano) con contracciones vasculares en la región de la arteria media y en 1862, [ean

Martín Charcot junto con sus colaboradores Pierre Marie y Babinski realizaron

observaciones clínicas sobre el diagnóstico diferencial de la histeria y la epilepsia,

material publicado como Iconographie Photographique de la Salpetriere. Más adelante los

experimentos de Volta y Galván con la "bioelecricidad" añadieron un nuevo sentido a

las hipótesis sobre el origen de la epilepsia. Al mismo tiempo, pero en otras tierras, la

neuroanatomía se enriquecía con las preparaciones del tejido cerebral teñidas con plata,

de Golgi en Italia y de Ramón y Cajal en España. Y al mismo tiempo, pero desde el

punto de vista electrofisiológico, los experimentos de Caton y de Pradich-Neminsky

mostraron el electroencefalograma (EEG) y los potenciales evocados por estimulación

sensorial obtenidos de la corteza cerebral de animales y años más tarde Hans Berger

publica los primeros registros del EEG humano (Brailowsky, 1999).

La dimensión neuroquímica apareció con los experimentos de Loewi, mostrando los

efectos "humorales" de la estimulación eléctrica del nervio vago de un corazón

"donador" sobre un "receptor": la acetilcolina liberada en uno disminuía la frecuencia

de contracción del otro. Estos dos puntos de vista, el eléctrico y el químico, se unieron

desde entonces para convertirse en el lenguaje fundamental en las neurociencias. El

desarrollo de técnicas para la obtención de imágenes del cerebro como la tomografía

axial computarizada, la resonancia magnética nuclear y las tomografías por emisión de

fotones y de positrones, han permitido obtener información estructural y funcional más

detallada para la identificación de las pequeñas lesiones asociadas a la epilepsia.

La palabra epilepsia deriva de una preposición y de un verbo irregular griego

"epilambanein" que significa"ser tomado o sorprendido bruscamente". En la actualidad

se define, de acuerdo con la Liga Internacional contra la Epilepsia y la Organización

Mundial de la Salud, como una afección crónica de etiología diversa, caracterizada por

crisis recurrentes con manifestaciones estereotipadas, debidas a una descarga excesiva
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de las neuronas cerebrales (crisis epilépticas), asociadas eventualmente con diversas

manifestaciones clínicas y paraclínicas (Brailowsky, 1999).

Esta enfermedad afecta entre el 0.5 y 2% de la población general, se manifiesta en todas

las edades, en el 78% de los casos se presenta antes de la adolescencia, el 16% aparece en

el adulto joven, e15% corresponde a los adultos y el1 % a ancianos. Se caracteriza por la

recurrencia o repetición de crisis que pueden manifestarse como pérdida del

conocimiento, movimientos involuntarios, alteraciones autonómicas, alteraciones del

humor o estado de ánimo y alteraciones de las funciones mentales (Feria et al., 1997).

Existen varias causas de su origen como traumatismos, infecciones, tumores,

hemorragias y/o alteraciones durante el desarrollo. Sólo en algunos casos se tiene

evidencia de la influencia hereditaria, y su presencia no implica un riesgo para la

descendencia, ya que en el caso de que ambos padres sean epilépticos la posibilidad de

que los hijos desarrollen la enfermedad es de alrededor del 6%. Asimismo, hay más

riesgo cuando la madre es epiléptica que cuando el padre es quien presenta la

enfermedad. Por otro lado, también existen algunos factores que pueden facilitar la

aparición de las crisis en pacientes con predisposición a la epilepsia, como son la falta de

sueño, el alcohol, los niveles bajos de azúcar o de calcio en la sangre, la falta de oxígeno,

la luz intermitente, la fiebre alta, etc (Brailowsky, 1999). Los factores de origen

metabólico, post-traumático, ya sea secundario o daño perinatal y el traumatismo

cráneo-cefálico son los principales factores etiológicos que se sincronizan con los

factores neuroquímicos, que dan como resultado las alteraciones electroencefalográficas

y manifestaciones clínicas que se han clasificado en parciales y generalizadas

(Feria et al., 1997).

La epilepsia parcial tiene su origen en un pequeño grupo de neuronas que forman un

foco epiléptico, esto determina la sintomatología dependiendo de dónde se encuentre.

La epilepsia generalizada involucra a toda la corteza cerebral desde su inicio y de

manera d ifusa, ad emás de que pued e presentar uno o varios focos epil épticos. En el

origen de un foco epil éptico pueden participar múltiples factor es, tales como cambios en
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las propiedades intrínsecas de la membrana neuronal o alteraciones en la transmisión

sináptica. Cada neurona en un foco epiléptico presenta de manera sincronizada una

respuesta conocida como despolarización paroxística (DP), que se inicia por una

despolarización súbita de entre 20-40 mV y de larga duración (50-200 ms), lo que genera

un tren de potenciales de acción (Peña, 2001). En un solo ataque convulsivo

generalizado, existe una rápida disminución de la presión sanguínea sistémica, sin

embargo, difícilmente se producen lesiones morfológicas detectables macroscópicas o

microscópicas en las regiones cerebrales. Es la repetitividad de las crisis lo que

condiciona la mayor parte de los cambios neuromorfológicos detectables. Una de las

alteraciones que representa característicamente esta asociación de convulsiones con

lesiones cerebrales severas se ha demostrado con la aparición del status epilepticus (SE).

Este término se utiliza en crisis epilépticas repetitivas, constantes y prolongadas, que

establezcan una condición epiléptica continua de por lo menos 5 a 10 minutos, hasta

más de una hora (Feria et al., 1997).

Los cambios que llevan a las neuronas con actividad normal a una actividad

despolarizante sostenida, están relacionados con las alteraciones en el balance entre las

corrientes de entrada de Ca+2 y Na" y las corrientes de salida de K+ que generan brotes

espontáneos de despolarización que se manifiestan eléctricamente como una espiga

epiléptica en el electroencefalograma (Feria et al.,1997).

Esta despolarización también puede darse por activación excesiva de los receptores a

glutamato del tipo AMPA y NMDA (Brailowsky et al., 1997). Existen muchas

evidencias que indican la participación del ácido glutámico en la patogenia de la

epilepsia: en registros de pacientes epilépticos se han encontrado índices elevados de

aminoácid os excitadores en el líquido cefalorraquídeo y en los focos epilépticos. En

estud ios de epilepsia con modelos animales se ha visto que mientras los agonistas

glutamatérgicos son potentísimos convulsivantes, los antagonistas tienen notables

efectos anticonvulsivantes, por ejemplo, antagonistas competitivos de los receptores

NMD A como el CPP (Loscher y Schmidt, 1988) o el AP7 (Meldrum, 1982) o no
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competitivos como el MK-SDl (Gilbert, 1994) o el ADCI (Rogawski et al., 1991) inhiben

las convulsiones producidas en varios de los modelos de epilepsia. En el caso de los

receptores no-NMDA, antagonistas como la NBQX o la GYKI522466, han probado ser

anticonvulsivantes discretos (Yamaguchi et al., 1993). También se ha mostrado que una

expresión anormal de los receptores a glutamato o un aumento en su función, juegan

un papel importante en varias formas de epilepsia (Meldrum, 1994). En ratas a las

que se les indujo epilepsia por el método de kindling se demostró la existencia de

alteraciones importantes en el funcionamiento del receptor NMDA (Kraus et al., 1994;

Lee et al., 1994). En otros trabajos, Janjua y colaboradores (1992a) postularon que

también la epilepsia podría estar asociada a un metabolismo anormal del glutamato

generado por alteraciones en su transporte, pues encontraron niveles elevados de

glutamato (hasta 3 veces) en pacientes con epilepsia generalizada o bien en ratones

genéticamente epilépticos de la cepa El (1.5 veces) (Janjua et al., 1992b).

Durante el estudio de la epilepsia se ha demostrado que una de las áreas más afectadas

en la patología de la epilepsia es el hipocampo (Feria et al., 1997). Estudios con drogas

convulsivantes que actúan sobre la actividad neuronal en rebanadas de hipocampo,

dieron lugar a muchos hallazgos importantes que revelaron los mecanismos

epileptogénicos conocidos in vivo, ya que las neuronas piramidales en esta estructura

sirven como marcapasos para las descargas epilépticas y tienden a generar brotes

sincronizados espontáeos.

El hipocampo es una estructura cerebral que pertenece al sistema límbico y participa

primordialmente en el almacenamiento de la memoria. La formación hipocampal

comprende el giro dentado, el hipocampo, el subículum, el presubículum, el

parasubículum y la corteza entorrinal. Las células que forman el hipocampo son

multipolares y se conocen como células piramidales, que con base a su tamaño y

apariencia se han dividido en tres regiones: CAl, CA2 y CA3. El giro dentado está

constituido por tres capas: la capa pr incipal form ada por células granulares, la capa

acelular molecular localizada sobre la cap a principal, y la capa de células polimórficas o
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hilus, la cual se localiza debajo de las células granulares. Estas últimas son neuronas

monopolares y sus axones se conocen como fibras musgosas, inervan la capa CA3 del

hipocampo, región que se conecta con la capa CAl del hipocampo, la cual proyecta al

subículum y a las capas profundas de la corteza entorrinal. Esta vía se le conoce como

colateral de Schaffer y forman una vía excitatoria recurrente. La región CA2 del

hipocampo no recibe inervaciones del giro dentado como CAl y CA3, sus conexiones

son distintas lo que hace que existan grandes diferencias funcionales (Shepherd, 1998).

En la epilepsia la pérdida neuronal de la región CAl con daño en CA3 e hilus, es una

patología que se encuentra con gran frecuencia (Scheyer, 1978), en cambio, en otros

estudios se ha comprobado que la región CA2 parece ser mucho más resistente

(Corsellis y Burton, 1983).

Otro grupo de neuronas presente en la formación hipocampal son las interneuronas, las

cuales forman sinapsis GABAérgicas y tienen regiones blanco localmente restringidas.

Una de las hipótesis más sólidas que explican el origen de la epilepsia, es la de

alteraciones en la comunicación existente entre interneuronas (estímulos inhibidores) y

las células piramidales (estímulos excitadores) en alguna región cerebral. Cuando se

rompe el equilibrio entre ellas por disminución en la transmisión GABAérgica y/ o

aumento en la glutamatérgica se puede producir una hiperexcitabilidad neuronal que

da origen a descargas paroxísticas, que pueden dar lugar a la epilepsia

(Feria et aL, ~997).

• Neurodegeneración.

Gran cantidad de trabajos previos demuestran que el ácido glutámico además de estar

relacionado con la aparición de las crisis epilépticas, tiene una fuerte participación en la

inducción de la muerte neuronal. En pacientes epilépticos se ha encontrado que un gran

número de ellos, principalmente aquellos que padecen la epilepsia del lóbulo temporal,

llegan a presentar deficiencias neurológicas ocasionadas por la muerte masiva de

neuronas en la zona del hipocampo. Desde hace algunos años es conocido que la

estimulación excesiva de los receptores de glutamato da como resultado degeneración
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neuronal. La administración neuronal de glutamato o de sus agonistas, ya sea local o

sistémica, induce la muerte, misma que se previene con antagonistas de receptores

glutamatérgicos (Peña, 2001).

En los últimos años se ha incrementado el interés en estudiar los mecanismos

responsables de la muerte celular. Estos mecanismos son muy importantes en el SNC, ya

que la neurodegeneración es un fenómeno que no solamente ocurre durante el

envejecimiento sino también durante padecimientos agudos y crónicos. Un gran

número de enfermedades neurológicas, normalmente referidas como enfermedades

neurodegenerativas, comparten características patológicas de una gradual y selectiva

pérdida neuronal. Al parecer la neurotoxicidad endógena del glutamato está

involucrada en algunas de estas enfermedades, sin embargo, en muchos casos la

evidencia no es contundente. En la gran mayoría de estas enfermedades, las causas de

muerte neuronal se desconocen, pero se han relacionado algunos factores que podrían

interactuar entre sí y que se mencionaron previamente: la sobreactivación de los

receptores a aminoácidos excitadores (principalmente del tipo NMDA), un incremento

en la concentración citoplásmica de calcio y la generación de especies reactivas de

oxígeno o radicales libres. Estos factores se conjugan de tal modo que la alteración en

alguno de ellos puede generar cambios en otro y con esto desatarse una reacción en

cadena, resultando con ello, daño y muerte neuronal por destrucción tanto de las

membranas plasmáticas como de los organelos intracelulares (Colyle y Puttfarcken,

1993; Tapia, 1998; Tapia et al., 1999).

Hoy en día, para el estudio del papel de los neurotransmisores en la epilepsia, se cuenta

con técnicas avanzadas como lo es la microdiálisis. Gracias a ella se han podido observar

incrementos importantes en los niveles extracelulares de glutamato, de entre 3-16 veces,

en pacientes epilépticos con crisis de origen cortical (Carlson et al., 1992; Hamberger et

al., 1993) o de origen hipocámpico (2-5 veces) (Wilson et al., 1996). Enanimales también

se han documentado aumentos en los niveles extracelulares de glutamato en un buen

número de modelos de epilepsia como el Kindling (1-3 veces) (Zang et al., 1991), por
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administración de ácido kaínico (3 veces) (Stein-Behrens et al., 1992), pilocarpina (1.5

veces) (Millan et al, 1993) o por estimulación eléctrica (1.2 veces) (Walker et al., 1995).

En nuestro laboratorio, el estudio de la epilepsia y de otro tipo de enfermedades que

involucran al glutamato, se ha realizado mediante la utilización de drogas capaces de

estimular su liberación, y con ello se ha encontrado la correlación existente entre el

incremento en sus niveles extracelulares y los efectos de excitabilidad y muerte

neuronal.

La droga más utilizada desde hace algún tiempo en nuestro laboratorio es el bloqueador

de canales de K+, conocido como 4-aminopiridina (4-AP) que prolonga la fase de

despolarización de los potenciales de acción, aumentando la frecuencia de disparo

neuronal. A nivel fisiológico, se ha reportado que bloquea preferentemente las

corrientes tipo A (Ix) Y tipo D (ID), por lo que la prolongación de la fase despolarizante

del potencial de acción, induce un disparo repetitivo que genera descargas

epileptiformes (Hoffman et al., 1997).

El principal blanco de acción de la 4-AP se encuentra en las terminales sinápticas, donde

produce la liberación de neurotransmisores, tanto excitadores como inhibidores en

preparaciones in nitro, como en la placa neuromuscular, en rebanadas de cerebro, en

sinaptosomas y en algunas regiones cerebrales in vivo (Peña y Tapia, 1999 y 2000).

También, se ha demostrado que este compuesto es un potente convulsivante que induce

actividad epileptiforme in vitro (Gean et al., 1990) y convulsiones in vivo en la rata

(Fragoso y Tapia, 1992) , en ratón (Yamaguchi y Rogawski, 1992) e incluso en el

humano (Spyker et al., 1980). Estas crisis pueden ser prevenidas o disminuidas con la

aplicación de antagonistas de los receptores ionotrópicos de glutamato (Peña y Tapia,

2000). Esto significa que el efecto convulsivante se encuentra íntimamente relacionado

con el aumento en la liberación de glutamato y con la sobreactivación de sus receptores.

Sin embargo, paradójicamente, cuando el incremento de glutamato extracelular se

produce por bloqueo de su transporte, no hay evidencias de que se induzca epilepsia
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(Obrenovitch, 1996) ni muerte neuronal (Massieu y Tapia, 1997). Uno de los compuestos

más utilizados para inhibir el transporte de glutamato es el L-trans-pirrolidin-2,4­

dicarboxílico (POe). Se ha descrito que este compuesto eleva de 10 a 20 veces la

concentración de glutamato sobre los niveles basales y además no existen señales de

hiperexcitabilidad electrofisiológica (Obrenovitch, 1996), ni muerte neuronal (Massieu

et al., 1995). También se ha visto que el efecto del POC es mayor sobre el glutamato y

aspartato comparado con otros aminoácidos, lo que comprueba su potente selectividad

sobre el transportador de glutamato/aspartato (Robinson et al., 1991; Tapia et al., 1999).

Pero no sólo los iGluRs pueden modular la transmisión glutamatérgica, ya que la

activación de los mGluRs también induce una amplia variedad de cambios en la

fisiología neuronal, debido a que se encuentran involucrados en procesos como la

excitabilidad neuronal y regulan la actividad de varios canales iónicos dependientes e

independientes de voltaje, lo que se traduce en incremento o reducción en la frecuencia

de disparo (Pin y Duvoisin, 1995), dando como resultado un incremento o una

inhibición en la liberación de neurotransmisores.

Hasta el momento se cuenta con evidencias de que cuando existe aumento en la

liberación de glutamato por inhibición de su recaptura, y este se extiende a través de la

hendidura sináptica, puede activar receptores presinápticos metabotrópicos que inhiben

la liberación del glutamato (Oliet, et al., 2001). En condiciones basales, durante la

_actividad neuronal de baja frecuencia, estos receptores no alcanzan a ser activados. Sin

embargo, cuando la concentración de glutamato es incrementada, ya sea por alta

actividad neuronal, o por bloqueo de la recaptura de glutamato, estos receptores se

activan provocando la inhibición de su liberación (Scanziani et al., 1997). Este efecto es

precisamente el mejor caracterizado en la actualidad, ya que se ha demostrado que los

receptores mGluR presinápticos pueden actuar como autorreceptores reduciendo la

liberación de glutamato (Baskys y Malenka, 1991; Manzoni y Bockaert, 1995; Gereau y

Conn, 1995; Gereau et al., 1995; Macek, 1996).
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En el hipocampo, por ejemplo, se ha demostrado que la activación persistente de los

receptores mGlu III provocan reducción de las respuestas postsinápticas excitadoras

(Losonczy et al., 2003). El compuesto L-AP4, un potente agonista para este grupo, induce

inhibición de la transmisión sináptica de glutamato en rebanadas de hipocampo (Baskys

y Malenka, 1991) al igual que en terminales nerviosas estimuladas con 1 mM de 4-AP

(Rodríguez-Moreno et al., 1998). También está descrito que el L-AP4 induce una

marcada reducción de los potenciales postsinápticos excita torios en las células

piramidales de la región CAl y CA3 del hipocampo (Baskys y Malenka, 1991). Estudios

realizados por Pin y Duvoisin (1995) revelan que esta misma depresión de la

transmisión sináptica existe en varias regiones del cerebro como son la corteza, el bulbo

olfatorio, la amigdala y la neocorteza.

La activación de los mGluR del grupo JI también conduce a la inhibición de la liberación

de aminoácidos excitatorios (Pin y Duvoisin, 1995). En la vía media y lateral perforante

en el hipocampo, el agonista específico para este grupo, el DCG-IV, reduce la

transmisión sináptica excitatoria (Bushel et al., 1996). Otro de los agonistas, el LY354740,

atenúa el daño que induce el incremento de glutamato en cultivos de neuronas

corticales y en la glía (Allen et al., 1999).

Por otro lado, existen datos que sugieren que el grupo 1 puede también funcionar como

autorregulador, en ciertas regiones del SNC. Usando el agonista selectivo para este

grupo, la DHPG, Herrero y colaboradores (1998) encontraron que la liberación de

glutamato se inhibía en sinaptosomas de hipocampo estimulando con 1 mM de 4-AP.

Baskys y Malenka (1991), encontraron que los receptores del grupo 1 en las células

piramidales de las regiones CAl y CA3 del hipocampo, son capaces de disminuir la

transmisión presináptica excitatoria, al igual que en el estudio realizado por Manzoni y

Bockaert(1995) .
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Sin embargo, también existen evidencias de que bajo ciertas condiciones, la activación

de este grupo de receptores puede incrementar la liberación de glutamato (Fitzjohn et

al., 1996; Moroni et al., 1998) y como consecuencia producir epilepsia y daño neuronal

(Camón et al., 1998; Arvanov et al., 1995; Chapman et al., 2000).

Aunque aún no se conoce con detalle el mecanismo por el cual la activación de ciertos

receptores mGlu reduce la liberación de glutamato, se ha podido relacionar este efecto

con base en la localización espacial dentro de las terminales glutamatérgicas. Trabajos

realizados por Shigemoto y colaboradores (1997), utilizando la técnica de

inmunocitoquímica, han revelado que los receptores del grupo III se encuentran

presentes en el área CAl del hipocampo y que además tienen su localización

mayoritariamente en sitios de liberación de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996),

característica que pone en ventaja a este grupo sobre el resto de los receptores

metabotrópicos, ya que los miembros tanto del grupo 1 como del grupo II, tienen su

localización en zonas más alejadas de la hendidura sináptica (Luján et al., 1996; Neki et

al., 1996; Petralia et al., 1996). Por lo anterior, no es difícil pensar que la activación de los

receptores metabotrópicos, principalmente los del grupo III, resulte en la inhibición de

la liberación de glutamato.

11. ANTECEDENTES

En la serie de experimentos realizados como parte mi trabajo de licenciatura (Vera y

Tapia, trabajo en preparación para publicación) y, que representan los antecedentes

inmediatos de la presente tesis, se mostró que la perfusión durante una sola fracción por

microdiálisis de 4-AP a una dosis de 7 mM en animales en libre movimiento, genera

fuertes crisis epileptiformes con una actividad hipersincrónica inicial, seguida por trenes

de espigas de alta amplitud que, a través del tiempo, aumentan en frecuencia hasta el

establecimiento de un estado epiléptico. Además se produce pérdida neuronal en las

regiones CAl y CA3 del hipocampo. Estos efectos neurotóxicos son claramente visibles

en la conducta, en el EEG y en los cortes histológicos, a pesar de que el aumento en la
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Sin embargo, también existen evidencias de que bajo ciertas condiciones, la activación

de este grupo de receptores puede incrementar la liberación de glutamato (Fitzjohn et

al., 1996; Moroni et al., 1998) y como consecuencia producir epilepsia y daño neuronal

(Camón et al., 1998; Arvanov et al., 1995; Chapman et al., 2000).

Aunque aún no se conoce con detalle el mecanismo por el cual la activación de ciertos

receptores mGlu reduce la liberación de glutamato, se ha podido relacionar este efecto

con base en la localización espacial dentro de las terminales glutamatérgicas. Trabajos

realizados por Shigemoto y colaboradores (1997), utilizando la técnica de

inmunocitoquímica, han revelado que los receptores del grupo 111 se encuentran

presentes en el área CAl del hipocampo y que además tienen su localización

mayoritariamente en sitios de liberación de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996),

característica que pone en ventaja a este grupo sobre el resto de los receptores

metabotrópicos, ya que los miembros tanto del grupo I como del grupo 11, tienen su

localización en zonas más alejadas de la hendidura sináptica (Luján et al., 1996; Neki et

al., 1996; Petralia et al., 1996). Por lo anterior, no es difícil pensar que la activación de los

receptores metabotrópicos, principalmente los del grupo 111, resulte en la inhibición de

la liberación de glutamato.

11. ANTECEDENTES

En la serie de experimentos realizados como parte mi trabajo de licenciatura (Vera y

Tapia, trabajo en preparación para publicación) y, que representan los antecedentes

inmediatos de la presente tesis, se mostró que la perfusión durante una sola fracción por

microdiálisis de 4-AP a una dosis de 7 mM en animales en libre movimiento, genera

fuertes crisis epileptiformes con una actividad hipersincrónica inicial, seguida por trenes

de espigas de alta amplitud que, a través del tiempo, aumentan en frecuencia hasta el

establecimiento de un estado epiléptico. Además se produce pérdida neuronal en las

regiones CAl y CA3 del hipocampo. Estos efectos neurotóxicos son claramente visibles

en la conducta, en el EEG y en los cortes histológicos, a pesar de que el aumento en la
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concentración de glutamato no es estadísticamente significativo, debido a la dosis tan

baja de 4-AP utilizada (figuras 3 y 5, se muestran en la parte de resultados).

En trabajos previos, la perfusión por microdiálisis de 4-AP en animales anestesiados, las

dosis menores a 35 mM no producen aumento en la concentración de glutamato

extracelular cuantificable por el método de HPLC (Peña y Tapia, 1999) pero, en animales

despiertos, dosis mayores a 7 mM resultaron ser muy potentes dificultando la

manipulación de los animales y llevándolos incluso a la muerte por convulsión

generalizada.

Por otro lado, la perfusión durante cinco fracciones continuas de microdiálisis del

inhibidor del transporte de glutamato, PDC, no generó ni epilepsia ni

neurodegeneración, a pesar del gran aumento en la concentración extracelular de

glutamato, casi 25 veces más por encima de sus niveles basales (figura 2).

Contrario a lo que se esperaba, el estímulo excitotóxico producido por la 4-AP más el

aumento extracelular de glutamato inducido por inhibición de su recaptura con PDC,

lejos de generar potenciación de los efectos neurotóxicos de la 4 -AP, la perfusión de 3, 5

ó 9 fracciones de microdiálisis con PDC ca-administrado con 4-AP en una sola fracción,

produjo protección tanto de las crisis epileptiformes (siendo mas visible el efecto

durante el estado epiléptico), como en la neurodegeneración. Esta protección fue más

significativa con el mayor número de fracciones de microdiálisis prefundidas con el

PDC, ya que evitó que el estado epiléptico se generara y protegió casi en un 50% la

muerte neuronal. Este resultado se presenta en la figura 4.

Estos datos permitieron generar la hipótesis de que el exceso de glutamato extracelular

extrasináptico, por inhibición de su transporte, podría, paradójicamente proteger contra

la excitotoxicidad de la 4-AP debido a la probable inhibición de la liberación de

glutamato al activarse los mGluR del tipo III.
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Los resultados que se muestran a continuación son los obtenidos durante mi tesis de
licenciatura, como se mencionó en los antecedentes (Vera y Tapia, trabajo en
preparación). Se presentan en este trabajo, debido a que son datos fundamentales para
la interpretación de los nuevos resultados.

Ácido-L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxílieo (PDC)
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Figura 2. Efecto de la perfusión del PDC sobre la concentración extracelular de aspartato y glutamato en
el hipocampo de ratas en libre movimiento (gráfica lado superior izquierdo). También se muestra una
micrografía representativa de la región CAl del hipocampo, en donde se observa la capa de células
piramidales completamente sana (lado superior derecho, la barra negra horizontal corresponde a 500 um
y abajo se ve el aumento de la región perfundidia que corresponde a 200 um) . En la parte inferior de la
figu ra, se muestra el EEG en donde se puede ver que no existen cambios en el registro. Los datos son el
promedio ± ES. de 7 ratas.
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4 -aminopiridina (4 - AP)
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Figura 3. Efecto de la perfusión de la 4-AP sobre la concentración extracelular de aspartato y glutamato
en el hipocampo de ratas en libre movimiento (gráfica lado superior izquierdo), También se muestra el
daño neurotóxico producido en la región CAl del hipocampo (micrografía del lado superior derecho). En
la parte inferior se observan las descargas epileptiformes y el estado epiléptico en el EEG. Los datos son
el promedio ± E.5. de 7 ratas.
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Figura 4. Efecto de la perfusión de la 4-AP + PDC (9 fracciones) sobre la concentración extracelular de
aspartato y glutamato en el hipocamp o de ratas en libre movimiento (gráfica lado superior izquierdo).
También se mu estra la protección por el PDC del daño neurotóxico produ cido por la 4 -AP en la región
CAl del hipocampo (micrografía del lado superior derecho) y la disminución de la duración de las
descargas epileptiformes y la protección total del estado epiléptico en el EEG.
Los datos son el promedio ± ES . de 7 ratas .
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Figura 5. En la parte superior se muestra el ejemplo representativo del curso temporal de las crisis epileptiformes y la
aparición del estado epiléptico (barra horizontal) en una rata prefundida con 4 -AP sola (gráfica izquierda) y con
4 - AP + PDC (9 fracc) (gráfica derecha). Cada barra representa una descarga de la duración señalada en las
ordenadas, al periodo de tiempo indicado en las abscisas.
En la parte inferior se muestra la cuantificación del número y la duración de las descargas inducidas por la perfusión
de la 4 -AP Y 4 -AP + PDC (9 fracc) . La barra horizontal indica el inicio de la aparición del es tado epiléptico y su
duración en el caso de la 4 -AP sola. El tratamiento con 4 -AP + PDC (9 fracc) como se puede ver , genera crisis
epileptiformes pero no hay inducción del es tado ep iléptico .
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H.IPÓTESIS. OB]ETI\lO y DISENO EXPE1UMENTAL

Para confirmar la interpretación de los resultados anteriores, en este trabajo, se decidió

utilizar antagonistas y agonistas de este grupo de mGluR, estimulando con 4-AP y, en el

caso de los antagonistas, bajo condiciones de inhibición de la recaptura de glutamato.

m. HIPÓTESIS

El exceso en la transmisión sináptica de glutamato puede inducir epilepsia y muerte

neuronal por excitotoxicidad al interactuar con el receptor NMDA, pero el incremento

extracelular de este aminoácido, provocado por inhibición de su transporte, podría

activar receptores metabotrópicos principalmente del grupo 111 que inhiban la liberación

de glutamato de las terminales presinápticas. Esta depresión en la transmisión sináptica

excitatoria, puede ser capaz de antagonizar los efectos generados por la 4-aminopiridina

(Vera, 2004), la cual estimula la liberación de glutamato, generando epilepsia y muerte

neuronal.

Por lo tanto, los antagonistas de los receptores metabotrópicos a glutamato del grupo

III, deben revertir el efecto protector encontrado con el PDC, mientras que los agonistas

lo deben potenciar.

IV. OBJETIVO

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo es determinar la acción de los

antagonistas y agonistas específicos para los receptores metabotrópicos de glutamato

del grupo 111, sobre los efectos neurotóxicos de la 4-AP en el hipocampo de ratas

despiertas, con el fin de esclarecer la participación de estos receptores en el control del

proceso excitotóxico.

V. DISEÑO EXPERIMENTAL

Este estudio se llevó a cabo en ratas implantadas en la región CAl del hipocampo para

experimentos de microdiálisis en libre movimiento. La técnica de microdiálisis, consiste

en implantar una cánula, la cual se encuentra rodeada por una membrana permeable
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que puede equilibrar el medio extracelular y permite medir las concentraciones

extracelulares de varios aminoácidos, entre ellos el glutamato. Los detalles de la técnica

se describen más adelante en la metodología.

En los experimentos realizados en este trabajo, se perfundió la 4-AP a una dosis de 7mM

para inducir epilepsia y neurodegeneración, el PDC se utilizó a una dosis de 50 mM,

para inhibir la recaptura de glutamato y los antagonistas MAP4 y MSOP, se usaron para

bloquear el grupo mde los mGluR. Finalmente el agonista L-AP4 se usó para activar

específicamente a este grupo de receptores.

A continuación se describe la combinación de las drogas utilizadas en cada grupo

experimental.

a) Grupo control perfundido solamente con el antagonista MAP4.

b) Grupo control perfundido solamente con el antagonista MSOP.

e) Grupo perfundido con el antagonista MAP4 y el inhibidor de la recaptura, PDC.

d) Grupo perfundido con el antagonista MSOP y el inhibidor de la recaptura, PDC.

e) Grupo perfundido con el antagonista MAP4 y 4-AP.

f) Grupo perfundido con el antagonista MSOP y 4-AP.

g) Grupo perfundido con el antagonista MAP4, el inhibidor de la recaptura, PDC

y 4-AP.

h) Grupo perfundido con el antagonista ~SOP, el inhibidor de la recaptura, PDC

y 4-AP .

i) Grupo control perfundido solamente con el agonista L-AP4.

j) Grupo perfundido con el agonista L-AP4 y 4-AP.
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VI. METODOLOGÍA

• Cirugía para el implante:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 220-240g, las cuales fueron

anestesiadas con una mezcla de entre 0.5-1.5% de halotano en una mezcla de 95% 02 Y

5% C02 para llevar a cabo el implante. Una vez anestesiados los animales se realizó un

corte en la piel para exponer el cráneo y se colocaron dos tornillos al nivel de la corteza

parietal, los cuales fueron utilizados como electrodos para el EEG. Posteriormente, se

taladró un orificio de 2 mm aproximadamente de diámetro para la colocación de una

cánula guía en el área del hipocampo izquierdo dorsal con coordenadas: antero­

posterior 3.6 mm, lateral + 2.4 mm y ventral 2.0 mm a partir de Bregma (Paxinos y

Watson, 1982). Finalmente se utilizó acrílico dental para sujetar al cráneo los tornillos y

la cánula guía (Ramirez-Munguía et al, 2003).

• Microdiálisis:

Cinco días después del implante se llevaron a cabo los experimentos, con la finalidad de

permitir la recuperación del daño mecánico ocasionado en el tejido por la entrada de la

cánula guía. Al momento de llevar a cabo el estudio, se cambió la cánula guía y en su

lugar se introdujo la cánula de microdiálisis (CMA/12 Solana, Suecia de 2 mm de largo

y 0.5 mm de diámetro, previamente lavada con agua destilada durante 1 hora a un flujo

de 15 ~l/min).

Posteriormente, a través de la cánula se perfundió continuamente en el hipocampo una

solución Krebs-Ringer compuesto por NaCl 118 mM, KH2P04 1.2 mM, KCl 4.7 mM,

MgS04 1.18 mM, NaHC03 25 mM, glucosa 10 mM, CaCh 2.5 mM (pH 7.4) a un flujo

de 2 ~l/min mediante una microjeringa montada a una bomba de microinyección

(modelo CMA/IOO; Carnegie).

Después de un periodo de estabilización de 60 minutos, fueron colectadas

continuamente 12 fracciones de 25 ul de 12.5 min cada una, a través de un colector
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automático conectado a la bomba de microinyección. Las tres primeras fracciones

colectadas se utilizaron para la determinación de los niveles basales de los aminoácidos

estudiados: Ac. Aspártico (asp), Ac. Glutámico (glu), Glutamina (gln), Glicina (gly),

Taurina (Tau) y Alanina (ala), posteriormente se cambió el medio de perfusión por una

solución que contenía el compuesto, (S)-2-animo-2-metil-4-ácido fosfonobutanoico

(MAP4), (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP) o L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4)

más 4-aminopiridina (4-AP) yAc. L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxílico (PDC), según cada

experimento.

A un primer grupo de animales se perfundió a una concentración de 500 JIM, durante 9

fracciones de microdiálisis, el compuesto, (S)-2-animo-2-metil-4-ácido fosfonobutanoico

(MAP4) (Tocris, Langford, Bristol, Reino Unido), el cuál es un antagonista específico de

los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo IIl. En un segundo grupo se

administró MAP4 junto con el inhibidor del transporte de glutamato, PDC (Tocris,

Langford, Bristol, U.K) a una concentración de 50 mM durante nueve fracciones. En el

tercer grupo se adicionaron nueve fracciones continuas con MAP4, para, posteriormente

perfundir una sola fracción (en la sexta) del bloqueador de canales de potasio, 4-AP

(Sigma, Sto Louis, MO, Estados Unidos) a una concentración de 7 mM. Finalmente, en el

cuarto grupo se realizó la combinación de los tres compuestos, MAP4 y PDC, se

adicionaron durante nueve fracciones continuas y la 4-AP, al igual que con el grupo

experimental anterior, se administró únicamente en la sexta fracción. Cabe mencionar

que las concentraciones de las drogas utilizadas fueron calculadas en base a la eficiencia

del - 10% de la cánula de microdiálisis según la determinación realizada por Morales­

Villagran y colaboradores (1996).

El otro antagonista utilizado de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo

III, el (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP) (Tocris, Langford, Bristol, U.K), se usó a

una concentración de 1 mM y se perfundió de igual manera que el antagonista MAP4

según el grupo experimental.

El agonista de los receptores metabotrópicos de glutamato del Grupo III que se utilizó

fue el L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4) (Tocris, Langford, Bristol, U.K), el cual es el
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más específico, se perfundió a una dosis de 100 mM durante nueve fracciones continuas

de microdiálisis. Este compuesto se administró solo en un grupo de animales, y en otro

gru po se co-administró, como en grupos anteriores, junto con la 4-AP, el L-AP4 se pasó

a través de la cánula de microdiálisis durante nueve fracciones y la 4-AP solamente

durante la sexta fracción.

• Cuantificación de aminoácidos:

La concentración de los aminoácidos se midió en un sistema de cromatografía líquida de

alta resolución (HPLC) y detección por fluorescencia, como se describe en el trabajo de

Salazar et al. (1994) y Massieu et al. (1995). Los 25 ul colectados de cada fracción se

derivatizaron con un volumen igual de o-ftaldialdehído (OPA) durante 3 min,

inmediatamente después se inyectaron 20 ul en el cromatógrafo equipado con una

columna OOS (25 cm x 4 mm i.d) utilizando como fase móvil metanol y acetato de

potasio (0.1 M, pH 5.5) corriendo en un gradiente lineal a un flujo de 1.5 ul / min de

25% a 75% metanol. La detección se llevó a cabo por la medición de la fluorescencia del

derivado OPA, a 330 nm de excitación y 460 nm de emisión. El análisis cuantitativo de

los aminoácidos se realizó por comparación con una mezcla estándar de 7 aminoácidos

mencionados anteriormente.

• Registro electroencefalográfico (EEG):

.Simult ánearnente con la microdiálisis, se realizó un registro electroencefalográfico

utilizando los electrodos implantados en la corteza parietal, para monitorear la

actividad eléctrica propagada a la corteza. Este registro se llevó a cabo con la utilización

de un polígrafo GRASS. La señal se filtró dando un ancho de banda entre 3-35 Hz. A

partir de los registros obtenidos se determinó la latencia, el número y la duración de las

descargas epileptiformes, así como la latencia y duración del estado epiléptico.

39



• Análisis histológico:

24 horas después de haber realizado el experimento, los animales se anestesiaron con

pentobarbital sódico y se perfundieron intracardialmente con 250 ml de solución salina

al 0.9 %, seguidos de 250 ml de formaldehído al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.

Los cerebros removidos, se mantuvieron en postfijación con formaldehído por un

periodo de 24 horas a 4°C, posteriormente fueron transferidos a soluciones con un

gradiente de sacarosa al 10, 20 Y 30%. Luego se realizaron cortes coronales seriados en

congelación del sitio de lesión con un grosor de 40 11m y se tiñeron con violeta de cresilo

para confirmar la correcta localización de la cánula de microdiálisis en el tejido y para el

análisis de la neurodegeneración.

La neurodegeneración se midió en un programa de análisis de imágenes NIH 1.6 para

Macintosh, señalando el número de células sanas en 30,000 11m2. De cada grupo

experimental, se analizaron tres cortes por rata.

• Observación conductual:

Durante y después del experimento (hasta 24 h), se observó cuidadosamente el efecto

conductual producido por los diferentes tratamientos según las condiciones

experimentales.

• Análisis estadístico:

Para cuantificar los cambios en las concentraciones de los aminoácidos y del daño

celular, se realizó una prueba T de 5tudent pareada.
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VII. RESULTADOS

• Aminoácidos Extracelulares

Corno se mencionó en el objetivo, este trabajo está enfocado en el análisis de

antagonistas y agonistas de los mGluR III. A continuación se describen los resultados

obtenidos con estas drogas.

En la figura 6 se muestran los niveles extracelulares de aspartato y glutamato durante la

perfusión con el antagonista MAP4 durante 9 fracciones continuas de microdiálisis.

Como se puede observar en la gráfica, no existen cambios significativos después de la

administración del compuesto; el aspartato se mantiene en 4 pmolas/10 ]11 y el

glutamato alrededor de 8 pmolas/10 ]11.

Resultados muy parecidos se obtuvieron con el segundo antagonista utilizado. Los

animales control perfundidos solamente con MSOP (figura 6), no mostraron cambios en

las concentraciones extracelulares de los aminoácidos. El aspartato se mantiene entre 2 y

3 pmolaa/ lü pl y el glutamato alrededor de 12 pmolas/Tü pl.

Al administrar PDC junto con MAP4, se observó un incremento significativo en ambos

aminoácidos. El aspartato aumentó casi hasta 50 pmolas/10 ]11 y el glutamato hasta 250

pmolas/10 ]11 aproximadamente. Este incremento se observa a partir de la 4 fracción, la

cual corresponde al inicio de la perfusión del PDC hasta la fracción número 12, periodo

durante el cual se mantuvo la perfusión del PDC y nunca regresa a niveles basales

(figura 7). Este efecto es igual al visto con la perfusión del PDC solo (ver figura 2).

Igualmente en el grupo experimental tratado con MSOP más PDC se observó el mismo

patrón de aumento tanto de aspartato, el cual subió hasta 30 pmolas/10 ]11

aproximadamente, como de glutamato que llegó hasta valores de 200 pmolas/10 ]11

(figura 7).
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El tratamiento con el antagonista MAP4 y 4-AP no provocó ningún cambio significativo

a lo largo de todo el experimento. Los niveles extracelulares de aspartato y glutamato se

mantuvieron alrededor de 4 pmolas/10 pl y 15 pmolas/10 pl respectivamente (figura 8).

Este mismo efecto ocurrió para MSOP y 4-AP, ambos aminoácidos se mantuvieron sin

cambios significativos, el aspartato en 2 pmolas/10 pl y el glutamato entre 8 y 9

pmolas/TO ul (figura 8).

Los animales tratados con los tres compuestos (MAP4, POC y 4-AP) mostraron el

aumento significativo visto en experimentos anteriores a causa del POC (figura 9). Bajo

estas condiciones el aspartato alcanzó niveles cercanos a las 30 pmolas/10 ul y el

glutamato nuevamente llegó a 250 pmolas/10 pl,

En el caso de MSOP, POC y 4-AP, al igual que con MAP4, hubo aumento significativo, el

aspartato subió aproximadamente hasta 20 pmolas/10 ul y el glutamato nuevamente

tocó valores cercanos a 200 pmolas/10 pl (figura 9).

El agonista de los mGluR HI, el L-AP4, se probó a dosis de 1, 2, 5, 10, 50 Y 100 mM, y

solamente en 50 y 100mM se observó la protección de las descargas epileptiformes, por

lo que fueron las dosis que se analizaron completamente, siendo la concentración de

100mM la más clara en la disminución del glutamato extracelular y en las descargas

epileptiformes.

Como se muestra en la gráfica 10, a diferencia de lo que ocurrió con los antagonistas de

los mGluR HI, la perfusión del agonista específico L-AP4, a una dosis de 100mM

perfundido durante 9 fracciones continuas de microdiálisis, ya sea solo o en

combinación con la 4-AP, claramente disminuye la concentración extracelular de ambos

aminoácidos llegando a valores muy cercanos a cero e incluso a valores indetectables

por HPLC (figura 10).

Es importante mencionar que las concentraciones basales de glutamato varían en cada

grupo experimental, debido a que se ha encontrado que, para ratas en libre movimiento,

la concentración de glutamato extracelular varía entre 7 y 11 pmol / 10 ul (Vera, 2004).
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Figura 6. Efecto de la perfusión de los antagonistas solos MAP4 o MSOP, sobre la concentración
extracelular de aspartato y glutamato, durante nueve fracciones de microdiálisis consecutivas en el
hipocampo de ratas en libre movimiento. La barra horizontal indica el número de fracciones de perfusión
de los antagoni stas . Los dato s son el pr omedio ± ES de un total de 7 animales en cada gráfica .
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Figura 7. Efecto de la perfusión de poe más el antagonista MAP4 o MSOP , sobre la concentración
extracelular de asparta to y glu tamato durante nueve fraccio nes de microdiálisis consecutivas (barra
horizontal) en el hipocampo de ratas en libre movimiento. Se muestra el aumento significativo (p < 0.05)
a partir de la quinta fracción hasta el final del experimento. Estas fracciones fueron estadísticamente
diferentes al promedio de sus basales. n = 7
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Figura 8. Efecto de los an tagonistas MAP~ o MSOP más 4 - AP sobre la concentración extracelula r
de aspartato y glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimiento . Los antagonis tas se
administraron durante nueve fracciones de microd iálisis consecutivas, mientras que la 4-AP se
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Figura 9. Efecto de la perfusión de poe y los antagonistas MAP 4 o MSOP más 4- AP sobre la
concentración extracelular de aspartato y glutamato en el hipocampo de ra tas en libre movimiento . Los
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quinta fracci ón hasta el fina l del experimento.
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Figura 10. En la gráfica superior se muestra el efecto del agonista LAP4 sobre la concentración
extracelular de aspartato y glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimiento, perfundido durante
9 fracciones de microdiálisis, tal y como lo muestra la barra horizontal. En la gráfica inferior se muestra el
efecto combinado del agonista LAP4 más 4 - AP sobre la concentración extracelular de aspartato y
glutamato. El agonista se administró durante nueve fracciones de microdiálisis consecutivas, mientras que
la 4-AP se adicionó solamente en la sexta fracción (barras horizontales) . Los datos son el promedio ± ES
de 7 animales para cada gráfica. A partir de la quinta fracción se encontró diferencia significativa con
respecto al promedio de sus basales (p < 0.05) .
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• Actividad Epileptiforme

En un trabajo anterior describimos la actividad electroencefalográfica de ratas en libre

movimiento que es de ondas de baja amplitud (Ramírez-Munguía et al., 2003). Este tipo

de registro coincide con el obtenido en los animales tratados con PDC (ver figura 2), en

los cuales no hay evidencia de hiperexcitabilidad neuronal (Vera, 2004). Sin embargo, la

administración de 4-AP a una dosis de 7 mM, produce descargas epileptiformes con una

actividad hipersincrónica inicial, seguida por trenes de espigas de alta amplitud que

llegan a producir un gran aumento en la frecuencia de las crisis hasta el establecimiento

de un estado epiléptico (ver figura 3).

Esta sobrexcitación observada en el EEG, coincide con algunos efectos conductuales

tales como acicalamiento, salivación, movimientos masticatorios, sacudidas de perro

mojado, contracciones de las patas delanteras y encorvamiento del cuerpo, además de

fuertes convulsiones tónico-clónicas, acompañadas de hipersalivación, rigidez de la cola,

movimientos fuertes de la cabeza y pérdida total de la postura durante el estado

epiléptico (Vera, 2004). El tratamiento combinado de 4-AP y PDC durante nueve

fracciones de microdiálisis (ver figura 4), produce una disminución importante de las

descargas epileptiformes y elimina por completo el estado epiléptico, indicando que el

PDC ejerce protección contra los efectos producidos por 4-AP (Vera, 2004).

Como se mencionó anteriormente, en el presente trabajo se estudiaron los efectos de

dos antagonistas y un agonista específicos para los mGluR III. En la figura 11 se pueden

observar los trazos representativos de los dos antagonistas utilizados, MAP4 y MSOP,

perfundidos de manera individual durante nueve fracciones de microdiálisis. En

ningún caso se produjeron cambios en el EEG ni en la conducta de los animales

(n = 7, en cada uno de los tratamientos).

Al administrar MAP4 + PDC o MSOP + PDC perfudidos de manera simultánea

durante nueve fracciones de microdiálisis, tampoco se generaron cambios, ni en la

conducta de los animales ni en el EEG (figura 11).

48



RESULTADOS

Registro Electroencefalográfico

Ba sal (25min)

MSOP

MAP4 + PDC
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Figura 11. Trazos representativos en el EEG de la perfusión de los antagonistas MAP4 o MSOP so los y
en combinación con el POe. Estos regis tros fueron tomados a los 25 min oTa mbién se muestra en tiempo
equivalente, el registro basal de animales perfundidos con medio Krebs-Ringer.
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La perfusión combinada de MAP4 + 4-AP o MSOP + 4-AP, generó crisis epileptiformes

(figura 12) que se manifestaron conductualmente con los efectos descritos en trabajos

anteriores de microinyección en ratas anestesiadas (Arias et al., 1998, 2002) Yen trabajos

de microdiálisis en libre movimiento (Ramírez-Munguía et al., 2003; Vera, 2004), que

corresponden al efecto de la perfusión con 4-AP sola y que se mencionaron

anteriormente. Además, bajo estas condiciones, durante el estado epiléptico se registró

una fuerte potenciación de la conducta en estos animales, ya que también presentaron

sangrado de nariz, ojos, oídos y boca, y cabe mencionar que algunos de ellos murieron

por convulsión generalizada.

La aparición de la primera descarga, después de la administración de la 4-AP, fue de

21.2 ± 0.41 min (promedio de 5 ratas ± ES.) y el estado epiléptico comenzó al minuto

48.4 ± 2.29 con una duración de 44.2 ± 1.91 min, para las ratas tratadas con MAP4 + 4-AP.

La latencia de la primera descarga para los animales tratados con MSOP + 4-AP fue de

19.0 ± 1.44 min (promedio de 6 ratas ± E.S.) y el estado epiléptico inició al minuto 33.25 ±

2.26 y duró 55.75 ± 2.43 mino

En la figura 14 se presenta la gráfica del curso temporal de las crisis y, con ambos

antagonistas, lo que se puede observar es que en el periodo entre 20-40 min se generan

pocas descargas (entre 7 y 10) Y casi a la mitad de este mismo periodo, es decir,

aproximadamente a los 30 min, los animales entran en estado epiléptico. Esto mismo se

puede ver con mayor claridad en las figuras 16 y 17 en donde se presenta la

cuantificación del número y la duración de las crisis en periodos de20 min en el total de

las ratas analizadas para cada grupo experimental (n = 5 para el tratamiento con

MAP4 + 4-AP y n = 6 para el tratamiento con MSOP + 4 -AP).

Cuando se combinó MAP4, PDC y 4-AP o MSOP, PDC Y 4-AP hubo una ligera

disminución en la amplitud de las descargas y también durante el estado epiléptico

(figura 13). La conducta de estos animales fue muy semejante a la conducta de los

animales tratados con 4-AP sola, es decir, en este caso no hubo potenciación de efectos.
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MAP4 + 4 -AP

Estado epiléptico
MAP4 +4-AP

MSOP + 4-AP

Estado epiléptico
MSOP + 4-AP

( 25 min)

(65 min)

-..JO.5mv
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Figura 12. Trazos representativos en el EEG de las descargas epileptiformes producidas por la perfusión
de los antago nistas MAP4 + 4 - AP o MSOP + 4 -AP, tomados a los 25 min y los trazos representativos
de l estado epiléptico tomado a los 65 min después de iniciada la infusió n de 4 -AP. Se muestra el aumento
en la amplitu d de las descargas epileptiformes y el estado epiléptico en comparación con el registro basal.
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La latencia fue de 17.0 ± 0.4 min (promedio de 7 ratas ± ES.), el estado epiléptico inició

al minuto 37.14 ± 1.08 con una duración de 48.8 ± 1.35 min, para las ratas tratadas con

MAP4, PDC y 4-AP. En el caso de los animales prefundidos con MSOP, PDC y 4-AP la

latencia fue de 17.7 ± 1.06 min (promedio de 7 ratas ± ES.), el estado epiléptico comenzó

al minuto 31.86 ± 2.0 con una duración de 51.0 ± 1.6 min.

En el curso temporal de las crisis, al igual que con el tratamiento con los antagonistas y

4-AP, se observan pocas descargas (aproximadamente 11) que inician durante el periodo

entre 20-40 mino Sin embargo, en estos animales se encontró un ligero retraso en el inicio

del estado epiléptico (figura 15).

Al administrar el agonista de los mGluR III, L-AP4 solo, a una dosis de 100 mM durante

nueve fracciones de microdiálisis, al igual que con los antagonistas, no se produjeron

cambios ni en la conducta ni en el EEG, tal y como se observa en los trazos

representativos en la figura 18. Al administrar este agonista junto con la 4-AP, se pudo

observar protección de las crisis en la mitad de los animales (figuras 18 y 20), es decir, 4

de ellos tuvieron descargas, con una latencia de 22.5 ± 0.42 min y el establecimiento del

estado epiléptico iniciado al minuto 35.6 ± 1.45 con una duración de 51.6 ± 1.85 min

(promedio de 4 ratas ± ES.). De las cuatro ratas protegidas, dos de ellas tuvieron crisis

epileptiformes y nunca llegaron al establecimiento del estado epiléptico (figuras 18 y

20), las otras dos ratas restantes, nunca presentaron crisis epileptiformes.

La figura 19 muestra el curso temporal de las crisis y se presenta un ejemplo

representativo de una rata protegida contra el estado epiléptico y una no protegida.

Estas últimas aunque no se protegieron del estado epiléptico, presentaron un retraso de

10 minutos en la aparición del mismo, es decir, su inicio fue hasta los 40 mino

También es importante destacar la duración de cada una de las crisis, las cuales son

menores comparadas con la duración de las crisis de los antagonistas. Las descargas en

el tren de espigas son de menor amplitud, aún en las ratas no protegidas (figura 18).
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MAP4 + PDC + 4 -AP

Estado epiléptico
MAP4 + PDC + 4 -AP

(25 min)

(65 min)

MSOP + PDC + 4 -AP

, I

Estado epiléptico
MSOP + PDC + 4 -AP
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Figura 13. Trazos representativos en el EEG de las descargas epileptiformes producidas por la perfusión
de los antagonistas MAP4 + PDC + 4 -AP o MSOP + PDC + 4 -AP, tomados a los 25 min y los trazos
rep resentativos del estado epiléptico tomado a los 65 min después de iniciada la infusión de 4 -AP . Se
observa una ligera disminución en la amplitud de las descargas epileptiformes y el estado epiléptico
producido por la perfusión del PDC. Comparar con la figura 4.
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50

40

'" 30
c::
'0
'ü
e
::l

20O

10

O
O

I
20 40 60 80 100

70

60

50

'"
c:: 40
-o
'ü
e

30::l
O

20

10

O
O 20 40 60 80 lOO

Periodo de tiempo (min) Periodo de tiempo (min)

Figura 14. Ejemplos representativos del curso temporal de .las crisis epileptiformes y la aparición del
estado epiléptico (barra horizontal) en una sola rata durante el tratamiento con MAP4 + 4-AP o
MSOP + 4-AP. Cada barra representa una descarga de la duración señalada en las ordenadas, al periodo
de tiempo indicado en las abscisas.
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Figura 15. Ejemplos representativos del curso temporal de las crisis epileptiformes y la aparición del
estado epiléptico (barra horizontal) en una sola rata, durante el tratamiento con MAP4 + PDC + 4-AP o
MSOP + PDC + 4-AP. Cada barra representa una descarga de la duración señalada en las ordenadas, al
periodo de tiempo indicado en las abscisas. Comparar con la figura 5.
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Figura 16. Número y duración de las descargas inducidas por los tratamientos de MAP4 + 4 - A P Y
M AP 4 + 4 - A P + PDe en periodos de 20 min oLa barra hori zontal representa el tiempo de aparición y
duración del estado epiléptico para los tratamientos ind icados por las figuras. Se repitió el resultado del
efecto de la 4-AP + PDe pa ra su comparación (figura 5).
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Figura 18. Trazos representativos en el EEG durante la perfusión del agonista L-AP4 solo y de la
combinación de L-AP4 + 4-AP. Se muestra la disminución en la amplitud de las descargas epileptiformes
tomadas a los 25 min después de iniciada la infusión de 4-AP y del estado epiléptico a los 65 min en las
ratas no protegidas (n = 4). También se muestran los trazos de las ratas que se protegieron durante el
estado epiléptico en los tiempos equivalentes (n = 7).
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Figura 19. Ejemplos rep resentativ os del curso temporal de las crisis epileptiformes y la aparición del
estado ep ilép tico (barra horizontal) en una rata no protegida durante el tratamiento con L-AP4 + 4-AP
(n = 4) Y el curso temporal de las crisis epileptiformes de una rata protegida durante el estado epiléptico
(n = 4). Cada barra representa una descarga de la duración señ alada en las ordenadas, al periodo de
tiempo ind icado en las ab scisas.
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• Neurodegeneración

La neurodegeneración producida por la 4-AP en animales despiertos se puede observar

en la figura 3, así como también el efecto protector ejercido por el POC (figura 4)

perfundido durante nueve fracciones de microdiálisis. La cuantificación de estos

resultados se presenta en la figura 27.

Las microfotografías de las figuras 22 y 24 muestran los cortes coronales de cerebro de

ratas perfundidas durante nueve fracciones con los antagonistas solos, en ambos casos

no hubo neurodegeneración, se pueden observar las células de la capa piramidal del

hipocampo bien preservadas (ver los datos cuantitativos en la figura 21).

A pesar del alto nivel de glutamato alcanzado en el espacio extracelular durante el

bloqueo de su transporte, tampoco hubo neurodegeneración en el tejido de la capa de

células piramidales del hipocampo cuando se administró el POC junto con los

antagonistas (figura 22 y 24). El daño que puede apreciarse en el tejido es producto del

daño mecánico; sólo las zonas más próximas al sitio lesionado son las que se encuentran

dañadas (ver los datos cuantitativos en la figura 27).

Por otro lado, la perfusión de estos antagonistas no bloqueó el efecto neurotóxico de la

4-AP, ya que produjo la pérdida neuronal en CAl y CA3. Esta neurodegeneración, fue

similar a la observada con 4-AP sola, la cual se caracteriza por el adelgazamiento de la

capa de neuronas piramidales como puede apreciarse en las figuras 23 y 25. En ambos

tratamientos es muy notable el estrato piramidal destruido en el área de CAl hasta el

límite con CA2, el cual se encuentra bien preservado. La cuantificación del daño se

muestra en la figura 27.

La administración del agonista específico L-AP4 perfundido solo, al igual que los

antagonistas, no produjo neurodegeneración, tal y como se muestra en la micrografía de

la figura 26 y en la cuantificación del daño celular en la figura 21. Cuando se administró

junto con la 4-AP se encontró claramente protección de la muerte neuronal, como se
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puede ver en la figura 26, aún en los cuatro animales que presentaron el estado

epiléptico (figura 27).
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Figura 21. Cuantificación del número de células sanas en la región CAl del hipocampo después de
la perfusión de Krebs- RInger, POC solo, MAP4 solo, MSOP solo y L-AP4 solo. Los datos son el
promedio ± ES . de 3 cortes por rata de un total de tres ratas en cada uno de los tratamientos.
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Figura 22. Micrografías representativas del efecto del antagonista MAP4 (lado izquierdo) en el
hipocampo ipsilateral. Se muestra la región CAl en donde se pueden observar las células piramidales
completamente sanas. En el panel derecho se observa el efecto de MAP4+ PDC y solamente se observa el
daño producido por el tracto de la cánula. La barra horizontal negra en las fotografías superiores
corresponde a 500 um y en la parte inferior se muestra en mayor aumento las áreas marcadas por el
recuadro de la región prefundida que corresponde a 200 um.

MAP4 + 4-AP MAP4 + 4-AP + PDC

Figura 23. Micrografías representativas del efecto del antagonista MAP4 + 4-AP (lado izquierdo) y
MAP4 + 4-AP + PDC (lado derecho) en el hipocampo Se muestra el daño neurotóxico en la región CAl y
CA3 de la capa de células piramidales. En la parte inferior se muestra en mayor aumento la región
prefundida en donde claramente se pueden observar los núcleos picnóticos indicando muerte celular.
Ver escala de aumento en la figura anterior.
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Figura 24. Micrografías representativas del efecto del antagonista MSOP (lado izquierdo) sobre el tejido
del hipocampo ipsilateraL Se muestra la región CAl en donde se puede observar la capa de células
piramidales sanas. En el panel derecho se observa el efecto de MSOP + POC en donde solamente se
observa el daño producido por el tracto de la cánula. La barra horizontal negra en las fotografías
superiores corresponde a 500 um yen la parte inferior se muestra en mayor aumento las áreas marcadas
por el recuadro de la región prefundida que corresponde a 200 um,

MSOP + 4-AP MSOP + 4-AP + PDC

Figura 25. Micrografías representativas del efecto del antagonista MSOP + 4-AP (lado izquierdo) y
MSOP + 4-AP + POC (lado derecho) sobre el tejido del hipocampo ipsilateraL Se muestra el daño
neurotóxico en la región CAl y CA3 de la capa de células piramidales. En la parte inferior se muestra en
mayor aumento la región prefundida en donde claramente se puede observar los núcleos picnóticos
indicando muerte celular. La barra horizontal negra en las fotografías superiores corresponde a 500 um y
en la parte inferior se muestra en mayor aumento las áreas marcadas por el recuadro de la región
prefundida que corresponde a 200 um,

62



RESULTADOS

L-AP4 L-AP4 + 4-AP

Figura 26. Micrografías representativas del efecto del agonista L-AP4 (lado izquierdo) sobre el tejido del
hipocampo ipsilateral. Se muestra en mayor aumento (parte inferior) la región CAl en donde se puede
observar la capa de células piramidales sanas. En el panel derecho se observa el efecto protector del
L-AP4 contra la neurodegeneración producida por la 4-AP en una rata que presentó estado epiléptico.

Figura 27. Cuantificación de la
neurodegeneración de la región CAl
del hipocampo producida por la
4-AP sola y en combinación con los
antagonistas de los mGluR III más
PDe. También se muestra la
protección ejercida por el tratamiento
con el agonista L-AP4 y con el
tratamiento con PDC (9 fracc). Los
datos son el promedio ± ES . de 3
cortes por rata de un total de tres
ratas para cada grupo experimental.
* < 0.05 con respecto a las basales de
Krebs y ** < 0.05 con respecto a
la 4-AP.
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VIII. DISCUSIÓN

Mediante la combinación de estudios neuroquímicos, electroencefalográficos e

histológicos, se ha estudiado la fuerte correlación que existe entre un incremento en la

concentración extracelular de glutamato con la inducción de epilepsia y la

neurodegeneración. Como ya se ha mostrado pre viamente, la perfusión por

microdiálisis de 4-AP en el hipocampo es capaz de provocar la liberación de glutamato e

inducir crisis epileptiformes y muerte neuronal a dosis de 17.5 mM o ma yores, en ratas

anestesiadas (Peña y Tapia, 1999, 2000; Ayala y Tapia, 2003). En animales en libre

movimiento, se han visto los mismos efectos de neurotoxicidad pero, a una dosis mucho

menor (7mM). Bajo estas condiciones, es decir, con la rata despierta, hemos encontrado

que el efecto tóxico de la 4-AP utilizando dosis mayores, es demasiado intenso, como se

describió anteriormente (Vera, 2004).

Esta notable diferencia en el efecto de las dosis utilizadas sugiere que el halotano

utilizado como anestésico bloquea la inducción de las crisis epileptiformes. Diversos

trabajos realizados sobre el mecanismo de acción de varios anestésicos como la

ketamina, isofluorano y el propio halotano revelan que su efecto se debe a una

disminución en la transmisión sináptica excitadora, ya que disminuyen las espigas de

neuronas de la región .CAl del hipocampo (Wakasugi et al., 1999). También se ha

mostrado que el halotano bloquea la transmisión sináptica excitatoria a través de

diversos efectos alostéricos en el mecanismo de activación del canal iónico del receptor

tipo NMDA y en el sitio de unión al glutamato (Martín et al., 1995). Otro dato

importante que demuestra que el halotano ejerce una acción inhibidora sobre el receptor

NMDA, es el obtenido por Ramírez-Munguía y colaboradores (2003), en el cual la

anestesia con halotano interfirió en el desarrollo de las crisis epileptiformes producidas

por la perfusión del ácido okadaico en experimentos de microdiálisis con ratas

anestesiadas, aún cuando mu y probablemente el receptor se encuentra hiperfosforilad o

por la acción de esta droga, qu e es un inhibidor de fosfatasas de proteínas. A diferencia

de las ratas despiertas, las cuales si desarrollaron crisis epileptiformes. Con estos
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estudios se demuestra que el halotano bloquea la acción del receptor NMDA, por lo que

a dosis bajas de 4-AP en animales despiertos, los efectos tóxicos son más potentes

comparados con los de animales anestesiados.

Por otro lado, también se ha demostrado que no es suficiente provocar la acumulación

extracelular de glutamato para producir neurotoxicidad. En trabajos previos se ha

demostrado que el incrementar los niveles extracelulares, in vivo, por inhibición de su

recaptura no es suficiente para la inducción de epilepsia (Obrenovitch et al., 1996) o

neurodegeneración (Massieu et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997; Corona y Tapia, 2004).

Por microdiálisis en animales en libre movimiento, la inhibición de la recaptura de

glutamato con rDC a una concentración de 50 mM durante cinco fracciones de

microdiálisis, no induce epilepsia ni muerte neuronal, a pesar de que se produce un

aumento importante en la concentración extracelular de glutamato, entre 20 y 25 veces

sobre sus niveles basales (Vera, 2004).

Lo anterior apoya la hipótesis de que para que exista neurotoxicidad por causa del

glutamato endógeno, es necesario que éste sea de origen sináptico, como se ha

demostrado en trabajos en los cuales la estimulación de la liberación del glutamato por

la 4-AP es inhibida por la aplicación de una toxina específica que bloquea los canales de

sodio sensibles a voltaje, la TTX, o por la w-conotoxina GVIA, que bloquea los canales de

calcio tipo N, y que también reduce la liberación de glutamato (Peña y Tapia, 2000). La

apertura de los canales de sodio y los canales de calcio tipo N, ~s esencial para inducir la

liberación de los neurotransmisores en las terminales nerviosas, por lo cual se ha

hipotetizado que aquella liberación bloqueada por antagonistas de estos canales es de

origen neuronal y proviene principalmente de terminales nerviosas (Lada et al., 1998).

Estos bloqueadores y especialmente la TTX, protegen eficazmente contra la epilepsia y

la neurodegeneración producida por la 4 -AP, al igual que los antagonistas del receptor

NMDA (Peña y Tapia, 2000), lo que confirma que el exceso de liberación de glutamato

desde la terminales sinápticas es la causa de la excitotoxicidad de la 4-AP.

65



DISCUSIÓN

En otros estudios la aplicación por microdiálisis de alto potasio (50 mM) o

tetraetilamonio (TEA), los cuales producen un importante aumento en la concentración

de glutamato extracelular, no inducen efectos tóxicos. Esto se debe a que a diferencia de

la 4-AP, el glutamato liberado por estos fármacos no proviene en su totalidad de las

terminales nerviosas y por lo tanto es ineficaz en la generación de epilepsia y daño

neuronal, pues su liberación no es en su mayoría en el espacio sináptico y la

probabilidad de alcanzar los receptores glutamatérgicos es muy baja (Peña y Tapia,

1999). Esta interpretación es la que puede explicar la ausencia de toxicidad del

incremento en el glutamato extracelular inducido por la inhibición de su transporte por

el PDe.

En los últimos años se ha descrito que en la región del hipocampo, el aumento en la

concentración de glutamato extracelular por inhibición de su recaptura, puede activar al

grupo de receptores metabotrópicos de glutamato (Oliet, 2001) dando como resultado la

inhibición de la transmisión sináptica excitatoria (Scanziani et al., 1997). A finales de

década de 1970 y principios de 1980 comenzaron las evidencias de que la liberación

del glutamato también podía ser regulado por la vía de receptores acoplados a proteinas

G (GPCRs). Cotman y su grupo (1979, 1982) fueron de los primeros en encontrar que el

L-AP4 inhibe la transmisión excitatoria en la formación hipocampal, al igual que

, Watkins y colaboradores (1982) quienes describieron que este mismo agonista reduce las

respuestas excitatorias en la, médula espinal. En estos trabajos se muestra claramente

que el efecto del L-AP4 no es mediado por los receptores AMPA, kainato o NMDA, sino,

por lo que estos autores describieron como un nuevo subtipo de receptor que opera por

un mecanismo distinto que no es mediante un canal.

A mediados de 1980 se publica la evidencia directa de la existencia de receptores a

glutamato acoplados a sistemas de producción de segundos mensajeros vía proteínas G

(Sladeczek et al., 1985) y más tarde Nicoletti y su grupo obtuvieron resultados similares

en rebanadas de hipocampo y en células granulares del cerebelo (1986). Finalmente

Sugiyama et al., (1987) demuestra la expresión del mRNA en ovocitos de Xenopus de los
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mGluR y se determina la existencia de un nuevo receptor de glutamato acoplado a la

activación de la hidrólisis de fosfoinosítidos en el cerebro de rata. Posteriormente, con la

ayuda del primer agonista sintetizado, el trans -1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxilato

(trans-ACPD) (Curry et al., 1988) se pudo demostrar algunas de las acciones fisiológicas

de la activación del grupo de receptores metabotrópicos a glutamato. Estudios

subsecuentes utilizando este compuesto como agonista selectivo, revelaron diversos

efectos moduladores, como la inhibición del post potencial hiperpolarizante (AHP) y la

inhibición de la transmisión sin áptica tanto excitatoria como inhibitoria en las neuronas

del hipocampo (Conn, 2003). Posteriormente estos efectos fueron asociados con la

activación de otras vías acopladas a proteínas G (Conn y Pin, 1997) y de aquí su

clasificación en tres grandes grupos. (Pin y Duvoisin, 1995).

En la actualidad se ha visto que uno de los efectos fisiológicos de los receptores

metabotrópicos a glutamato es precisamente el de generar la reducción de la

transmisión sináptica excitatoria por medio de sus receptores situados a nivel

presináptico (Schoepp, 2001). Como se mencionó en la introducción, existen tres grupos

de este tipo de receptores de los cuales el grupo III, el cual se encuentra acoplado

negativamente a la adenilato ciclasa, es el que podría estar jugando un papel muy

importante como autorreceptor e inhibir la liberación de glutamato, ya que se sabe que

su localización es presináptica (Bradley et al., 1996) y muy cercana a los sitios de

liberación de neurotransmisores (Cartmel y Schoepp, 2000).

En estudios realizados por Baskys y Malenka (1991), se describe que el. principal

activador conocido para este grupo, el L-AP4, induce la inhibición de la transmisión

sináptica de glutamato en rebanadas de hipocampo. Gereau y colaboradores (1996)

determinaron que el grupo III actúa como autorreceptor en la vía lateral perforante y en

la vía colateral de Schaffer, reduciendo la transmisión sináptica de glutamato en

rebanadas de hipocampo. A su vez Vázquez y Sánchez-Prieto (1997), en un estudio con

sinaptosomas corticales describen que el L-AP4 reduce la liberación de glutamato

estimulado con alto potasio, al igual que en terminales nerviosas de hipocampo
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estimuladas con 4-AP (Rodríguez-Moreno et al., 1998). También se ha visto que este

mismo compuesto induce una marcada reducción en la frecuencia de las corrientes

postsinápticas excitatorias en las células piramidales de la región CAl del hipocampo

(Gereau et al., 1995).

Lo anterior sugiere que los receptores metabotrópicos del grupo III son los responsables

de la inhibición de la liberación de glutamato y por lo tanto de la protección contra la

muerte por excitotoxicidad inducidas por la 4-f\P. El objetivo de este trabajo fue probar

esta hipótesis mediante el uso de antagonistas y un agonista de estos receptores en el

modelo experimental de la perfusión hipocampal de la 4 -AP Y determinar el posible

efecto de los mGluR III como mediadores en la actividad sináptica excitatoria.

Se utilizaron dos diferentes antagonistas, debido a que el MAP4 aunque es uno de los

más específicos, se sabe que bajo ciertas condiciones experimentales también puede

tener acción como agonista del grupo U, por lo que se decidió buscar un compuesto que

fuera más específico y que no tuviera acción en los otros grupos de receptores, lo cual

ocurrió con el MSOP (Pin y Acher, 2002). En cuanto al agonista L-AP4, hasta el día de

hoyes el compuesto que presenta mayor especificidad por el grupo Ill y tomando en

cuenta los resultados obtenidos, no fue necesaria la utilización de otro agonista.

La perfusión de los antagonistas MAP4 y MSOP, en presencia del estímulo excitotóxico

con 4-AP, no solo revirtieron el efecto protector producido por el aumento en la

concentración extracelular de glutamato generado por el PDC, sino que además

potenciaron las crisis epileptiformes, como lo demuestran las figuras 12, 14, 16 Y17.

De estos resultados se puede concluír que el bloqueo de los mGluR presinápticos del

gru po UI tiene una participación importante en el mecanismo del control de la liberación

de glutamato en condiciones de hiperexcitabilidad . Esta conclusión fue confirmada al

utilizar el agonista especí fico, L-AP4, el cual al activar directamente a estos receptores

fue capaz de disminuir la concentración de glutama to extracelular muy por debajo de

sus niveles basales, casi llegando a cero. Hasta donde sabemos, es te es el primer
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hallazgo de disminución de la concentración extracelular de glutamato en un modelo

experimental in vivo, con agonistas de los mGluR.

Esta importante disminución en el glutamato extracelular logró proteger a la mitad de

los animales de la inducción del estado epiléptico e incluso hubo animales que ni

siquiera mostraron crisis, como se observa en las figuras 18, 19 Y20.

Algo que llama mucho la atención dentro de estos experimentos es la concentración tan

elevada utilizada de L-AP4. Como se mencionó en los resultados, se probaron varias

dosis del agonista y las dosis bajas no tuvieron efecto protector contra el estado

epiléptico (datos no mostrados), en cambio, las dosis de 50 y 100 mM, protegieron

significativamente contra las crisis epileptiformes y la neurodegeneración, además de

que fue muy clara la disminución de glutamato (Figuras 10, 20 Y27).

En la tabla 1 se muestran los subtipos de cada grupo de mGluRs. Dentro del Grupo III se

han reportado cuatro subtipos: mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8. Los mGluR6 son

solamente expresados en retina y los tres restantes tienen su localización en varias

regiones del cerebro, por ejemplo, los mGluR4 tienen mayor distribución en el cerebelo

y los mGluR8 en el bulbo olfatorio, aunque ambos están presentes en el hipocampo, se

ha reportado que es con muy baja expresión (Schoepp, 2001). Los mGluR7 tienen mayor

presencia en el hipocampo y en terminales presinápticas en sitios activos, pero la

afinidad que presenta tanto por el glutamato como por el L-AP4 es muy baja

comparada con los demás subtipos de receptores del mismo grupo (ver tabla 1), por lo

que para estos experimentos requerimos mayor concentración del compuesto y además

como se mencionó en el método, la eficiencia de la cánula de microdiálisis es alrededor

de un 10%, po r lo que en realidad el agonista se perfundió a una concentración de 10

mM, dosis que sigue pareciendo muy alta, pero no hay que olvidar que los

experimentos fueron realizados in vivo con animales despiertos.

Como se mencionó en los antecedentes, existen múltiples estud ios qu e mu estran que el

glutamato participa en la generación de crisis epilépticas. La evide ncia más contundente
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que lo demuestra es, sin duda, el resultado obtenido con la aplicación de antagonistas

para los diferentes receptores ionotrópicos tanto del tipo NMDA como del tipo no­

NMDA, los cuales previenen contra las crisis epileptiformes inducidas por la 4-AP in

vivo (Fragoso-Veloz y Tapia, 1992; Morales-Villagran et al., 1996) e in nitro (Perrault y

Avolí, 1991). Sin embargo, el uso clínico de estos fármacos no resulta ser del todo

satisfactoria, ya que producen casi en su totalidad la inhibición de la transmisión

sináptica excitadora rápida, y con ello una gran cantidad de efectos secundarios como

sedación, ataxia, pérdida o ganancia de peso o dan lugar a algún tipo de anemia (Luján,

2005). Por este motivo la utilización de los mGluR podría desempeñar un papel central

en el control de la epilepsia.

Aunque no existe ningún agonista o antagonista de los mGluR en uso clínico para la

disminución de ataques epilépticos, los modelos animales de epilepsia resaltan su gran

potencial. Ya está comprobado que los agonistas de los receptores mGluR l . son

convulsivantes y sus antagonistas son efectivos anticonvulsivos (Tizzano, et al., 1995).

Por su parte, los agonistas de los receptores mGluR Il y III tienen actividad

anticonvulsivante (Moldrich et al., 2001; Gasparini et al., 1999), por lo que los mGluRs

podrían ser utilizados con fines terapéuticos en la patología de la epilepsia. A este

respecto, en pacientes con epilepsia crónica del lóbulo temporal se ha descrito la

disminución en la expresión de los mGluR Il y Ill localizados en terminales

presinápticas de la capa molecular del hipocampo (Tang y Lee, 2001), así como el

incremento en la expresión de los mGluR 1, lo cual podría facilitar el aumento en la

excitabilidad glutamatérgica (Tang et al., 2001c). Estos datos sugieren que existe una

fuerte participación de los mGluR en condiciones patológicas.

Lo anterior indica que los mGluR podrían ser los nuevos blancos moleculares para las

enfermedades que involucran aumento o disminución de la neurotransmisión

glutamatérgica, como en el caso de la epilepsia. Sin embargo, aún falta disponer de

fármacos de alta potencia y selectividad que amplíen el conocimiento de los mGluRs.
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En cuanto a la muerte neuronal en el hipocampo producida por el aumento de la

estimulación de la liberación de glutamato endógeno ha sido descrita en el trabajo de

Peña y Tapia (1999, 2000), en donde se demostró que el glutamato es determinante en la

neurodegeneración producida por 4-AP, ya que en las concentraciones en las cuales se

detecta acumulación de glutamato extracelular, se produce una intensa

neurodegeneración en el hipocampo, misma que resultó ser dependiente de la dosis y

los antagonistas como el MK-801 y el CPP tienen una notable neuroprotección (Peña y

Tapia, 2000; Ayala y Tapia, 2003).

En ese sentido, en el presente trabajo, se pudo demostrar que activando los mGluR III se

protege contra la muerte por excitotoxicidad glutamatérgica y bloqueando estos

receptores se produce el efecto contrario, lo cual confirma el papel tan importante que

juegan estos receptores en el mecanismo de protección contra la muerte y una vez más

la fuerte relación existente entre el incremento en la concentración extracelular de

glutamato con la inducción de epilepsia y la neurodegeneración.

Pocos estudios se han centrado en investigar la correlación entre los ligandos de los

mGluRs y la neuroprotección. Tizzano y su grupo (1995) han enfatizado la

neurodegeneración vista después de la inyección intracerebral a dosis convulsivantes

de agonistas del grupo 1, al igual que Camón et al (1998) quienes muestran que dosis

proconvulsivantes del agonista DHPG induce pérdida neuronal severa en la región CAl

y CA3 del hipocampo, toxicidad que es comparable a la inducida por kainato (Camón,

et al., 2001). Sin embargo, ellos no utilizan antagonistas del grupo Il o ni para prevenir

las crisis epilépticas y la pérdida neuronal. Otros estudios, por su parte, si han reportado

neuroprotección tanto in vivo como in uitro, utilizando justamente antagonistas del

grupo I y agonistas del grupo n y III (Movsesyan et al., 2001; Gasparini et al., 1999;

D'Onofrio et al., 2001), pero nunca haciendo una clara relación entre glu tamato,

epilepsia y muerte neuronal, tal y como se reporta en el presente trabajo.

A continuación se describe de manera esque má tica la interpretación de los resultados

encontrados en el presente trabajo.
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Figura 28. liberación basal de glutamato
en una terminal sináptica glutamatérgica.
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Figura 29. Sobreactivación del receptor NMDA
por aumento en la liberación de glutamato
inducido por la 4-AP en una terminal sináptica
glutamatérgica.
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Figura 30. Activación de los receptores
presinápticos metabotrópicos del grupo III debido
a la inhibición de la recaptura de glutamato por
POC.

En la figura 28 se representa la liberación basal, en condiciones normales de glutamato

endógeno, el cual después de liberado activa el receptor del tipo NMDA y

posteriormente es removido de la hendidura sináptica por medio de sus

transportadores.
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En la figura 29 se esquematiza el aumento en el glutamato extracelular endógeno

liberado de la presinapsis producido por la 4-AP. En este caso se produce la activación

de los receptores del tipo NMOA lo suficiente como para generar crisis epileptiformes y

muerte neuronal.

En la figura 30 se muestra que cuando la concentración de glutamato extracelular

aumenta en el espacio sináptico por inhibición de su recaptura, con POe, no se

producen ni crisis ni daño neuronal. Este glutamato liberado en exceso de otras regiones

cerebrales, es capaz de activar receptores presinápticos del tipo metabotrópicos del

grupo 111, los cuales se encuentran localizados en sitios muy cercanos a la liberación de

glutamato. El resultado de su activación es la inhibición de la liberación de glutamato y

este es uno de los mecanismos de protección que se encienden en la vía de señalización

de los receptores mGluR para contrarrestar la excito toxicidad glutamatérgica.

IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de la liberación de glutamato en nuestro modelo

experimental con 4 -AP en el presente trabajo podemos concluir que la activación de los

mGluR 111 presinápticos juegan un papel importante en la regulación de la

excitotoxicidad provocada por el glutamato endógeno liberado por la 4 -AP, ya que el

agonista específico logró proteger contra el daño excitotóxico, mientras que los

antagonistas potenciaron los efectos.

X. PERSPECTIVAS

Los grandes avances de la biología molecular que han proporcionado la identificación

de los ocho subtipos de mGluRs, junto con el conocimiento detallado de su estructu ra,

localización celular y subcelular, han sido de gran ayuda para entender el

funcionamiento de estos receptores. Sin embargo, no se conocen con detalle los

mecanismos de señalización en condiciones fisiológicas y mucho menos en condiciones

patológicas. En el caso de los mGluR II y III, de los cuales se sabe qu e al activarse
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En la figura 29 se esquematiza el aumento en el glutamato extracelular endógeno

liberado de la presinapsis producido por la 4-AP. En este caso se produce la activación

de los receptores del tipo NMDA lo suficiente como para generar crisis epileptiformes y

muerte neuronal.

En la figura 30 se muestra que cuando la concentración de glutamato extracelular

aumenta en el espacio sináptico por inhibición de su recaptura, con PDC, no se

producen ni crisis ni daño neuronal. Este glutamato liberado en exceso de otras regiones

cerebrales, es capaz de activar receptores presinápticos del tipo metabotrópicos del

grupo lIl, los cuales se encuentran localizados en sitios muy cercanos a la liberación de

glutamato. El resultado de su activación es la inhibición de la liberación de glutamato y

este es uno de los mecanismos de protección que se encienden en la vía de señalización

de los receptores mGluR para contrarrestar la excitotoxicidad glutamatérgica.

IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de la liberación de glutamato en nuestro modelo

experimental con 4 -AP en el presente trabajo podemos concluir que la activación de los

mGluR III presinápticos juegan un papel importante en la regulación de la

excitotoxicidad provocada por el glutamato endógeno liberado por la 4 -AP, ya que el

agonista específico logró proteger contra el daño excito tóxico, mientras que los

antagonistas potenciaron los efectos.

X. PERSPECTIVAS

Los grandes avances de la biología molecular que han proporcionado la identificación

de los ocho subtipos de mGluRs, junto con el conocimiento detallado de su estructura,

localización celular y subcelular, han sido de gran ayuda para entender el

funcionamiento de estos receptores. Sin embargo, no se conocen con detalle los

mecanismos de señalización en condiciones fisiológicas y mucho menos en condiciones

patológicas. En el caso de los mGluR 11 y III, de los cuales se sabe qu e al activarse
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inhiben la enzima adenilato ciclasa dando lugar a la disminución de la formación del

cAMP y por lo tanto a la reducción de la actividad de la proteína cinasa A (PKA), no se

conoce el mecanismo exacto por el cual pueden reducir la liberación de glutamato. Hay

evidencias que sugieren que este efecto se debe a la inhibición de los canales de Ca2+

dependientes de voltaje en las terminales sinápticas (Millán et al., 2002; Rusacov et al.,

2004), por lo que son necesarios otros estudios para conocer si la inhibición de la

liberación de glutamato por activación de los mGluR III involucra un bloqueo en los

canales de Ca2+.

Estos resultados podrían sentar las bases para la comprensión de la patogénesis en los

procesos de varias enfermedades neurológicas y se abriría otra potencial estrategia

terapéutica. De aquí la importancia por conocer con mayor profundidad los mecanismos

moleculares que regulan la señalización de este grupo de receptores metabotrópicos.
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