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RESUMEN

RESUMEN

El acido glutdmico es el neurotransmisor excitador mas abundante en el cerebro y un
compuesto fundamental en el sistema nervioso central. Un exceso en la transmision
sinaptica glutamatérgica puede inducir muerte neuronal por excitotoxicidad al
interactuar con su receptor del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Este mecanismo
desempefia un papel muy importante en los procesos de neurodegeneracion tanto de
tipo agudo como en los observados después de un trauma cerebral, en accidentes
vasculares cerebrales (hipoglicemia, isquemia, anoxia), asi como de tipo crénico en
padecimientos neurolégicos progresivos como en la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral
amiotroéfica y una enfermedad recientemente clasificada como demencia asociada con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), asi como también en el proceso de

muerte vinculado con la epilepsia.

Experimentos in vivo han demostrado que el aumento en la concentracién extracelular
de glutamato, por estimulacién de su liberacién con 4-aminopiridina (4-AP), produce
crisis epilépticas y neurodegeneraciéon. Paraddjicamente, cuando el incremento de
glutamato extracelular se produce por bloqueo de su transporte in vivo, no hay
evidencias de que se induzca epilepsia ni muerte neuronal. Por el contrario, se ha visto
" que este glutamato puede activar receptores presinapticos metabotropicos que inhiben

su propia liberacion.

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

metabotrépicos de glutamato del grupo 111, sobre los efectos neurotéxicos de la 4-AP en

el hipocampo de ratas despiertas.

Para conocer la participacién de estos receptores, se utilizaron dos antagonistas para el
grupo 111 de los receptores metabotrépicos a glutamato que son el (S)-2-animo-2-metil-

4-4cido fosfonobutanoico (MAPs) y el (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP), ambos
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RESUMEN

utilizados en combinacion con el inhibidor del transporte de glutamato (PDC) en
presencia de un potente convulsivante (4-AP) y el agonista especifico L-2-amino-4-

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

Anteriormente en el laboratorio se demostré que la administraciéon de 4-AP junto con
PDC en la zona del hipocampo en ratas en libre movimiento genera proteccién contra la
neurodegeneracion y el estado epiléptico inducido por el estimulo con 4-AP. Los
resultados en el presente trabajo muestran que ambos antagonistas de los mGluR III
utilizados, no sélo tuvieron la capacidad de revertir el efecto protector producido por el
aumento en la concentracion extracelular de glutamato por el PDC, sino que ademas

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

Por el otro lado, activando este grupo de receptores con su agonista L-APs se produjo
proteccion contra el dafio excitotoxico, lo cual indica la participacion de los receptores
metabotrépicos a glutamato del grupo III en la inhibicion de la liberacion presinaptica
endégena de este amino4cido como un posible mecanismo de proteccion contra la

muerte por excitotoxicidad.
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

e Transmisiéon sindptica 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 informacién y su
caracteristica mas importante es que son células eléctricamente excitables, lo que
significa que tienen la capacidad de producir potenciales de accién en respuesta a
estimulos de cierta magnitud. Estos potenciales viajan por las prolongaciones de la
neurona llamados axones hasta legar a las terminales nerviosas. En este lugar estimulan
la liberacién de neurotransmisores, moléculas mensajeras cuya funcidén consiste en

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

Los sitios en donde se lleva a cabo la comunicacion entre dos neuronas recibe el nombre
de sinapsis, término acufiado por Sherrington que deriva de la palabra griega “synapse "
que significa contacto (Kandel et al, 2000). La sinapsis quimica se compone de una
region presindptica, que libera el neurotransmisor, y de una regién postsinaptica, que

responde ante la presencia del neurotransmisor.

Se conocen varios tipos de moléculas de diferente naturaleza quimica utilizados para la
sefializacién y que furcionan como neurotransmisores: las pequefias moléculas
transmisoras y los péptidos neuroactivos (como las endorfinas). Dentro de las moléculas
pequefias se encuentran las aminas biogénicas (como la dopamina), los aminoacidos
(como el glutamato) y la acetilcolina. Dentro de toda esta gama de neurotransmisores
los aminoAcidos son los mas abundantes y mas ampliamente distribuidos en las
diferentes regiones del SNC. Por su accion sobre la neurona postsindptica se han
agrupado en aminoacidos inhibidores como el 4cido y-aminobutirico (GABA) y Ja
glicina, y en aminoacidos excitadores como el acido glutamico y el acido aspartico

(Kandel et al, 2000).

El 4cido glutamico es el neurotransmisor mas abundante en el cerebro y un compuesto

fundamental en el sistema nervioso, ya que forma parte del glutation, de péptidos y
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proteinas, ademas participa en el metabolismo de los azicares, de los 4cidos grasos y del
amonio. Es precursor del principal aminoacido inhibidor, el GABA y tiene una
participacién importante en el control del volumen celular. También actiia como
mediador de la transmisién sindptica y de los cambios duraderos en la eficacia sindptica,
conocidos como potenciacién a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD), los
cuales se consideran como el sustrato molecular en Jos procesos de memoria y
aprendizaje (Siejel et al., 1999). Ademas de lo anterior, este aminoacido tiene un papel
importante en la formacién del SNC, ya que se encuentra involucrado en procesos
ontogénicos tan diversos como la proliferacién, maduracién, supervivencia y migracién
neuronal, formacién, remodelacién y eliminacién de sinapsis, asi como también en el

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

El glutamato es un aminoacido no esencial que no cruza la barrera hematoencefalica 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 transaminacién catalizadas por enzimas dependientes de fosfato de
piridoxal. En la terminal sindptica, su principal precursor es la glutamina que se
hidroliza por la accién de la glutaminasa dependiente de fosfato, dando como resultado

acido glutdmico y amonio (Siegel et al., 1999).

Esta sintesis se lleva a cabo en el citoplasma, por lo que se requiere de un mecanismo
dependiente del transporte activo para su acumulaciéon dentro de las vesiculas
sinapticas para su posterior liberacion, misma que se realiza al producirse el potencial
de accién en la terminal sindptica generando la despolarizacién de la membrana. Este
fenémeno 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
glutamato (Meldrum, 2000). También participan las sinapsinas, proteinas asociadas con

la superficie de las vesiculas sinapticas que contienen al glutamato, y que son capaces de
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sensar calcio, incrementando Ja probabilidad de fusién de las vesiculas con la membrana

presinédptica, dando lugar a la liberacién del glutamato (Jovanovic et al., 2001).

* Receptores a glutamato

Las acciones fisiolégicas del glutamato se han podido conocer con mayor detalle gracias
al progreso en el conocimiento de la transmision glutamatérgica en términos de la
identificacién, caracterizacién y clonacion de varios receptores que reconocen a este

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

Actualmente, se conocen varios tipos de receptores especificos que se han caracterizado
mediante diferentes estrategias experimentales, como son las respuestas
electrofisiolégicas, los estudios de unién al receptor y mecanismos moleculares de
sistemas de transduccién involucrado.

De acuerdo a su mecanismo de transduccién, existe una clasificacién general que los

divide en dos familias: ionotrépicos y metabotrépicos

- Receptores ionotrépicos (iGluRs):

Los iGluRs operan por apertura de canales catiénicos que permiten el paso selectivo de
iones sodio (Na*), potasio (K*) o calcio (Ca?*), por lo que se encuentran involucrados en
la neurotransmisién rdpida del cerebro, debido a que su paso por el canal produce la
despolarizaciéon de las neuronas.

Dentro de esta familia se han descrito dos subfamitias en funcién 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 (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazol propionico), llamados receptores no-NMDA.

La activacion del receptor NMDA facilita el acceso de Ca?* aunque también permite la
entrada Na*y la salida de K*. Ademas del sitio de reconocimiento al glutamato, este
receptor presenta varios sitios de unioén a ligandos que influencian la apertura del canal.
Uno de ellos es e] que reconoce a la glicina, que cuando se encuentra unida al receptor,

facilita la apertura del canal debido a la union del glutamato. Es por esto que se

8
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considera a la glicina como un co-agonis-ta 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
farmacolégicas diferentes a las del receptor de glicina (Johnson y Ascher, 1992). Otro de
los sitios de unién 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
activacién del receptor (Dingledine y Bennett, 1994). Otro sitio reconoce al Mg?*, el cual
actiia como inhibidor cuando se encuentra unido. El bloqueo que ejerce este ion se debe
a que su sitio de unién se encuentra dentro del canal y su desprendimiento depende del
voltaje, por lo que cuando se despolariza la membrana queda libre para abrirse por
accién del ligando (Meldrum, 2000). El Zn?* también tiene un sitio de reconocimiento en
el receptor NMDA, solo que a diferencia del Mg?*, 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 fosforilacion.
Este proceso es reversible, por accién de las protein-cinasas y fosfatasas, y puede
ocasionar cambios prolongados en los procesos en los que se encuentra involucrado

(McDonald et al., 1998).

Este receptor esta formado por cuatro subunidades: La NR1 con ocho isoformas, la NR2
con cuatro subunidades (A,B,C y D) y la NR3 con dos subunidades (A y B). Todos los
receptores funcionan como ensambles heteroméricos formados obligatoriamente por la
subunidad NR1 en combinacién con por lo menos un tipo de subunidad NR2. Las
subunidades NR3, por si solas, no forman receptores funcionales, pero se pueden
ensamblar con los complejos NR1/NR2 (Cull-Candy et al., 2001). La combinacién de las
distintas subunidades le confieren al receptor una gran variabilidad funcional en cuanto
a sus propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas, 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 Mg (Nakanishi,
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1992). Los principales agonistas para este receptor son el NMDA vy el aspartato y sus

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

Los receptores del tipo AMPA son permeables al Na* y al K*, y en general no son
permeables al Ca?*. Se encuentran compuestos por cuatro subunidades (GluR1-4) que
pueden formar complejos homoméricos o heteroméricos (Wenthold y Roche, 1998).
La permeabilidad catiénica de los receptores AMPA est4d determinada por la seleccién
de subunidades, ya que canales que carecen de la subunidad GluR?2 s{ son permeables al
Ca?* (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 barbitiricos que antagonizan y el zinc que potencia las respuestas

(Wenthold y Roche, 1998).

Los receptores tipo kainato (ICA) son selectivamente permeables al Na* y al K*. Se
encuentran formados por cuatro subunidades ensambladas en homo o heterodimeros de
Jas subunidades GluRS, 6 y 7, las cuales presentan baja afinidad por el Kainato y las
subunidades KAl 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 farmacol6gicas que generan confusiones, por lo que en ocasiones se
les menciona como receptores AMPA/kainato. (Wenthold y Roche, 1998). Los
antagonistas para sus sitios de unién, 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 metabotropicos (mGluRs):
Los mGluRs estan acoplados a proteinas G y operan por la generacién de segundos
mensajeros, regulando asi la actividad de enzimas de membrana y canales 16nicos y, de
esta manera pueden mediar la actividad sinéptica excitadora lenta, pero prolongada, en

el sistema nervioso.
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El grupo de receptores metabotrépicos a glutamato esta constituido por ocho subtipos
(mGluR1-8) y varias isoformas, subdivididos en tres grandes grupos: mGluR I, mGIuR 11
y mGluR III, que se han clasificado de acuerdo a la homologia de su secuencia de
aminoécidos, a los mecanismos de transducciéon de sefiales y a sus propiedades
farmacolégicas. Los receptores de un mismo grupo comparten una homologia de
secuencia de aminoacidos 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 hidroélisis de fosfoinositidos en diacil glicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs),
que se une a receptores del reticulo endoplésmico ocasionando la liberacién de Ca?
desde esta estructura intracelular. Son selectivamente activados por el (5)-3,5-
dihidroxifenilglicina (DHPG) y se localizan mayoritariamente a nivel postsiniptico en
cuerpos celulares, troncos dendriticos y espinas dendriticas (Lujan et al, 1996;
Shigemoto et al.,, 1993 y Cartmell y Schoepp, 2000). Su rasgo més caracter{stico es que se
encuentran fuera de la densidad postsindptica de las sinapsis glutamatérgicas,
concretamente, en los bordes de las sinapsis conocidos como zonas perisinapticas, asi

como también en la membrana extrasindptica de espinas dendrfticas (Lujan et al., 1996).

El grupo Il (mGluR2 y mGluR3) y el grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGlIuR8) se
encuentran negativamente acoplados a la adenilato ciclasa, por lo que la activacién de
estos receptores provoca una inhibicién de la formacion de AMPc estimulada por
forskolina. Los receptores del grupo Il son selectivamente activados por el
-(25,1R 2R 3R)-2-(2,3-dicarboxiciclopropil)glicina (DCG-1V). Se encuentran
primordialmente en glia y en sitios pre y postsindpticos alejados de las zonas activas
(Neki et al., 1996; Petralia et al., 1996), mientras que los del grupo IIl tienen su
Jocalizacién mayoritariamente en la especializacién presindptica de terminales axénicas
en sitios de liberacion 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-APy).
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De manera general los mGluR tienen como ligando endégeno al glutamato y como
agonistas farmacolégicos al (2s,1s,2s)-2-(carboxiciclopropil)glicina (L-CCG-1) vy el
1-aminociclopentano-1, 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 | y Il y a algunos miembros del grupo IlI
(Cartmell y Schoepp, 2000). EIl NMDA, AMPA y KA no activan estos receptores y sus
antagonistas no fienen efecto alguno en la activacion de los receptores

metabotrépicos (Schoepp et al., 1999a).

Desde el punto de vista molecular, estos receptores son proteinas integrales de
membrana formados por una tnica cadena polipeptidica. Presentan un extremo amino-
terminal que se extiende en el espacio extracelular, una porcién central constituida por
siete segmentos transmembranales con estructura a-helice, 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 regién mas importante para la activacién y el acoplamiento del receptor a
la proteina G. Por su parte, los residuos del extremo carboxilo-terminal estan implicados
en la desensibilizacién inducida por la proteina cinasa C (PKC) y en la interaccion con
proteinas intracelulares como la calmodulina, proteinas Homer y otras proteinas con

dominios PDZ (Pin and Acher, 2002).

En la tabla 1 se muestran algunos de los agonistas y antagonistas de los receptores
metabotrépicos, sus mecanismos de regulacién, afinidad, asf como su localizacién tanto

en regiones dentro del SNC como su localizacién subcelular en sitios especificos de las

neuronas.
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GRUPO 1 GRUPO II GRUPO 111
Subtipo mGiuR1 a,b,cyd mGluR2 mGIuR4 ayb
mGIluR6
mGluR5 ayb mGIuR3 mGIuR7 ayb
mGIluR8
Mecanismo de
Transduccién T Hidrélisis PI ! cAMP 1 cAMP
Principal activador DHPG DCG-IV L-AP4
Quiscualato LY379268 L-SOP
3-HPG LY354740 ACPT
_ CHPG 2R 4R-APDCIS3,3R-ACPD | (RS)-PPG}S,3R-ACPD
Agonistas TADAIS,3R-ACPD 18,38-ACPD 18,38-ACPD
15,35-ACPD L-CCG-) L-CCG-1
L-CCG-1
4-CPG EGLU CPPG
AIDA MCCG MAP4
(S)4CHPG LY341495 MSOP
CPCCOEt MCPG
Antagonistas MPEP
SIB 1893
SIB 1757
LY 367385
MCPG
Hipocampo Cerebelo Hipocampo Hipocampo
Localizacién en el SNC Talamo Corteza entorrinal Corteza entorrinal
Cerebelo Téalamo * Retina (mGluR®6)
Corteza Hipotalamo
- Presindpticas
Localizacién en neuronas | - Postsindpticas - Postsinépticas - Presindpticas
- glial
Mecanismo de - Facilita la liberacién | - Reduce la - Reduce la transmision

accién de glutamato. transmisién sindptica sinaptica excitatoria y
excitatoria. reduce la liberacién de
glutamato.
Afinidad mGIluR1: 0.32 uM mGIluR2: 59 uM mGluR4: 1.6 pM
por el glutamato mGJuR6: 123 pM
(1C %) mGluR5: 0.70 uM mGluR3: 0.34 uM mGIuR7: 869 pM
mGluR8: 95 uM
Afinidad mGluR1: Inactbvo mGIluR2: 167 uM mGluR4: 0.44 pM
porel L-AP, mGIuR6: 6.8 pM
(ECs) mGIluRS: [nactivo mGluR3: Inactivo mGJuR7: 211 pM
mGIuR8: 1.7 uM

Tabla 1. Grupos de receptores metabotrépicos a glutamato.
(Modificada de Conn y Pin, 1997)
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e Remocién del glutamato.
Después de que el glutamato ha activado a sus receptores, es removido del espacio
sindptico por un sistema de recaptura que consiste en una familia de proteinas
especificas llamadas transportadores de glutamato de alta afinidad dependientes de
sodio, el cual es requerido para la unién al glutamato, mientras que el potasio es
requerido para el transporte neto (Nedergaard et al.,, 2002). Estos transportadores
utilizan gradientes electroquimicos de Na*, K*, H* y OH- a través de la membrana
plasmatica como fuerza electromotriz para el proceso de transporte, el cual también est4
acompanado por cambjos en e] voltaje y en el pH para remover al glutamato del espacio

sin4ptico 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 distribucién
dentro del SNC, cinética y propiedades farmacologicas (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 EAATS, todos
ellos tienen una identidad del 35-55% en la secuencia de aminoécidos y patrones casi
idénticos de hidrofobicidad, sugiriendo que sus propiedades funcionales estan basadas

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

El transportador GLT1 se encuentra tnicamente en células gliales, aunque se sabe que
varias poblaciones de neuronas pueden expresarlo durante el desarrollo del SNC y
desaparece con la maduracién. Su €xpresion es muy abundante en hipocampo (12,000
moléculas por pm3 de tejido), también se encuentra en corteza, talamo, cerebelo y bulbo
olfatorio (Danbolt, 2000). E! GLAST al igual que el GLT1 es un transportador
exclusivamente glial. Su mayor expresién se localiza en el cerebelo (18,000 moléculas
por um? de tejido), y también se le encuentra en el bulbo olfatorio, hipocampo, corteza y
talamo (Danbolt, 2000). El EAAT3 es un transportador que se encuentra distribuido en
tejidos periféricos como en rifién, intestino y retina. En el SNC se le ha encontrado en
terminales presindpticas, en hipocampo, corteza, cerebelo, ganglio basal y en médula
espinal (Danbolt, 2000).
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El transportador EEATY, se ha localizado sélo en células de Purkinje, del cerebelo, y a
muy bajas concentraciones. Finalmente el transportador EEATS no se ha podido
caracterizar muy bien en mamiferos, sin embargo, se sabe que tiene una fuerte expresién

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

¢ Excitotoxicidad.
John Olney en la década de 1970-1980, acufié el término de excitotoxicidad para
describir la capacidad de los aminoécidos excitadores, especificamente el L-glutamato,
de sobreactivar y dafiar las células nerviosas, lo que se ve reflejado en diversas
fisiopatologias de varios desérdenes 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 amiotrofica, la corea de Huntington, la demencia asociada
con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y en el proceso de

neurodegeneracién vinculado con la epilepsia (Arias, 1991).

Las primeras observaciones que vincularon al glutamato con su accién neurotoxica se
originé desde la década de 1950-60 cuando Curtis y colaboradores (1959) descubrieron
que el glutamato y sus analogos, al ser administrados en Ja médula espinal de gato,
aumentaban la tasa de disparo. En 1952, Hayashi descubri6 las propiedades
convulsivantes de la inyeccién intracerebral de glutamato en un modelo experimental
con perros. Lucas y Newhouse (1957) observaron por primera vez que la exposicién a
cantidades elevadas de 4cido glutdmico aplicado sistémicamente a ratones inmaduros,
producia neurodegeneracién retinal. Una década después, Olney y colaboradores (1970
y 1972) encontraron que la inyeccion de glutamato y sus analogos en ratones inmaduros
y primates, provocaba neurodegeneracion en otras areas del SNC, como el hipotalamo,
y en regiones cuya barrera hematoencefalica no estaba totalmente desarrollada (Olney

et al., 1999). En otros estudios, este mismo autor demostrd la correlacion directa entre las
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propiedades neuroexcitadoras y neurotoxicas del glutamato asociadas a la
sobreactivacién de sus receptores (Olney, 1978).

De esta manera surge el término de excitotoxicidad para definir el dafo celular
producido por la activacién excesiva de los receptores de glutamato (Bittigau y
Ikonimidou, 1977) mismos que son responsables de la hiperexcitacién, dafio y muerte

neuronal.

Hoy sabemos que la excitotoxicidad es un fenémeno global, que si bien se inicia por la
sobreactivacién de los receptores glutamatérgicos, no sélo se debe a la excitacion
prolongada de las neuronas, sino también se debe al desencadenamiento de una serie de
reacciones metabolicas que incluyen la activacién de mdltiples enzimas, que a su vez
llevan a la destruccién neuronal. A continuaciéon se describen estos mecanismos, que se

resurmen en la figura 1.

El dafio cerebral caracteristico 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 generandose la despolarizacién de la membrana y con ello la entrada de cloro
y agua. Sin embargo, bajo estas condiciones no se ha visto que se produzca muerte
‘neuronal, a menos que el fenémeno se lleve a cabo por periodos muy prolongados
(Dennis, 1987). La segunda fase ocurre mas tarde y se caracteriza por la destruccién
gradual de Jas neuronas. Esta muerte depende del calcio extracelular y sus efectos
toxicos se producen por la entrada masiva de este cation, con el consecuente aumento en
la concentracion citopldsmica, mas alld de la capacidad de amortiguamiento intracelular

(Dennis, 1987).

Hoy en dia existen ya muchas evidencias de que el calcio tiene una fuerte participacion
en el ciclo de toxicidad, ya que es capaz de inducir desajustes en varios procesos
celulares, incluidos los de generacion de energia (Siesjo et al., 1995). El incremento
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citosoélico de calcio conduce a la activacion de diversas enzimas : 1) Las proteasas, como
es el caso de la calpaina ], la cual degrada varias proteinas estructurales, por ejemplo, la
tubulina o la espectrina, proteinas del sistema de microtibulos. Por lo que su
participacion en la degradacién celular es evidente (Arias, 1991). 2) Las fosfatasas
también pueden activarse y producir cambios importantes en los fosfolipidos,
contribuyendo al rompimiento de la membrana celular y a la liberacion del 4cido
araquidénico, cuyo metabolismo favorece la producciéon de radicales libres citotoxicos.
3) Las endonucleasas que se encargan de la degradacion de los acidos nucleicos que

inducen el dafio del ntcleo celular (Tapia et al., 1998).

Por otro lado, también se ha visto que la activacién de los receptores metabotrépicos det
grupo I contribuyen al incremento en las concentraciones de calcio, ya que el IP3
estimula su liberacién de pozas intracelulares (Mannaioni et al.,, 2001). Asf como
también la activacién de protein - cinasas con movilizacién de calcio, las cuales pueden
intervenir en la activacion de genes “de muerte” y completar el circulo de

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

Ademas de lo anterior, se sabe que existe una fuerte participaciéon de varios mecanismos
mediante los cuales se genera dafio mitocondrial dependiente de calcio, como la
formacién de especies reactivas de oxigeno que dan lugar a la existencia de radicales
libres superéxido. Esto disminuye la capacidad de produccién de ATP, por lo cual
decrece la actividad de la bomba sodio-potasio (ATPasa Na*-K*). El resultado es que
disminuye la extrusién de Na*, alterandose el gradiente de concentracion de este cation,
despolarizandose la membrana neuronal y facilitindose la respuesta de los receptores

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

Los primeros experimentos que sugirieron que la funcién mitocondrial es un punto
clave en la inducciéon 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 est4 involucrada directamente en el secuestro de calcio durante un episodio
excitotéxico, mostrando que al producirse aumento en la concentracion de calcio
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generdndose la apertura de la transicién en 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 activacién del receptor NMDA, ya que
en presencia de 1.6 pM de ciclosporina A y en respuesta a 20 minutos de NMDA, ]a
despolarizacién mitocondrial es transitoria y puede recuperarse en poco tiempo,. Esto
sugiere que la apertura persistente del poro puede ser la causa de la despolarizacién

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 correlacién entre el aumento en la concentracién de calcio inducida
por la activacion de los receptores del glutamato (especialmente del tipo NMDA) y la
neurodegeneracién, ademds 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
distribucién particular de los receptores glutamatérgicos y de las propiedades
bioquimicas de las células blanco que pueden variar con la edad y con las caracteristicas

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

AT = : :l. )m;po]arma 6
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Figura 1. Representacién esquematica de los procesos bioquimicos que participan en el mecanismo de
excitotoxicidad en una sinapsis glutamatérgica.

Receptores: NMDA, AMPA y mGluR. Transportadores: EAAC1, GLAST y GLT1.

Canales de calcio sensibles a voltaje: VSCC. Inositol (14;5) trifosfato: [Ps Calco: Ca?. Glutamato: Glu
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s Epilepsia.
En el desarrollo histérico de Ja medicina, pocas enfermedades han acumulado tantas
creencias erréoneas, basadas en la supersticion, 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 persecucién, hechizo, posesién 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 llamé “el mal sagrado”. Esta
interpretacién surgié hace miles de afios 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 comun de los mortales, podian entrar en comunién con ellos. El
hombre tardé miles de afios en descubrir que la epilepsia es una alteracién que tiene su
origen en el cerebro y que no es ni diabélica, ni sagrada. Su historia tiene mucho que ver
con la historia de las ideas de las funciones cerebrales a través de las épocas. Asf pues,
los hallazgos de craneos trepanados en Africa, Europa y Perd, de miles de afios de
antigiedad, son el indicativo de que el hombre ha tratado de intervenir en la expresién

de las funciones cerebrales desde hace mucho tiempo.

Desde la aparicién de la escritura, se tienen indicios de la existencia de la epilepsia. La
enfermedad sagrada (Morbus sacer, en latin) figura en documentos de la antigua
Mesopotamia (5000 a.C. aprox), en donde se relaciona con “la mano del pecado” y con
el “dios de Ja Luna”, de aqui el término “Lunatico”. Sin embargo, el texto de Hipocrates
“Sobre la Enfermedad Sagrada”, escrito hacia el afio 400 a.C, es sin duda el més conocido
sobre la historia de la epilepsia, ya que en esta obra se hace hincapié¢ en el origen fisico
de la enfermedad y se hizo notar que, dadas sus caracteristicas, esta enfermedad
causaba asombro entre los hombres, es por esto que siempre se les relacionaba con

cuestiones magico-religiosas (Brailowsky, 1999).

Estas ideas predominaron hasta el inicio del siglo XIX cuando Heberden describi6
algunas caracteristicas clinicas que se presentan de manera diferente en el nifio y el

adulto. Tiempo después Hugliglins Jackson inicié la descripcion meticulosa de la
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llamada epilepsia Jacksoniana, relacionando los paroxismos motores localizados (en la
mano) con contracciones vasculares en la region de la arteria media y en 1862, Jean
Martin Charcot junto con sus colaboradores Pierre Marie y Babinski realizaron
observaciones clinicas sobre el diagnéstico diferencial de la histeria y la epilepsia,
material publicado como Iconographie Photographique de la Salpetriere. Méas adelante los
experimentos de Volta y Galvan con la “bioelecricidad” anadieron un nuevo sentido a
las hip6tesis sobre el origen de la epilepsia. Al mismo tiempo, pero en otras tierras, la
neuroanatomia se enriquecia con las preparaciones del tejido cerebral tefiidas con plata,
de Golgi en Italia y de Ramén y Cajal en Espafia. Y al mismo tiempo, pero desde el
punto de vista electrofisiol6gico, los experimentos de Caton y de Pradich-Neminsky
mostraron el electroencefalograma (EEG) y los potenciales evocados por estimulacién
sensorial obtenidos de la corteza cerebral de animales y afios més tarde Hans Berger

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

La dimensién neuroquimica aparecié con los experimentos de Loewi, mostrando los
efectos “humorales” de la estimulacién eléctrica del nervio vago de un corazén
“donador” sobre un “receptor”: la acetilcolina liberada en uno disminufa la frecuencia
de contracciéon del otro. Estos dos puntos de vista, el eléctrico y el quimico, se unieron
desde entonces para convertirse en el lenguaje fundamental en las neurociencias. El
desarrollo de técnicas para la obtencién de imagenes del cerebro como la tomografia
axial computarizada, la resonancia magnética nuclear y las tomografias por emisién de
fotones y de positrones, han permitido obtener informacién estructural y funcional mas

detallada para la identificacién de las pequefias lesiones asociadas a la epilepsia.

La palabra epilepsia deriva de una preposicion 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 Organizacion
Mundial de Ja Salud, como una afeccién cronica de etiologia 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 clinicas y paraclinicas (Brailowsky, 1999).

Esta enfermedad afecta entre el 0.5 y 2% de la poblacién 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, el 5% corresponde a los adultos y el 1% a ancianos. Se caracteriza por la
recurrencia o repeticién de crisis que pueden manifestarse como pérdida del
conocimiento, movimientos involuntarios, alteraciones autonémicas, alteraciones del

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

Existen varias causas de su origen como traumatismos, infecciones, ftumores,
hemorragias y/o alteraciones durante el desarrollo. S6lo 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 més
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
aparicién de las crisis en pacientes con predisposicién a la epilepsia, como son la falta de
sueno, el alcohol, los niveles bajos de azticar o de calcio en la sangre, la falta de oxigeno,
la luz intermitente, la fiebre alta, etc (Brailowsky, 1999). Los factores de origen
metabélico, post-traumatico, ya sea secundario o dafio perinatal y el traumatismo
craneo-cefalico son los principales factores etiol6gicos que se sincronizan con los
factores neuroquimicos, que dan como resultado las alteraciones electroencefalograficas
y manifestaciones clinicas que se han clasificado en parciales y generalizadas

(Feria et al., 1997).

La epilepsia parcial tiene su origen en un pequefio grupo de neuronas que forman un
foco epiléptico, esto determina la sintomatologia dependiendo de dénde se encuentre.
La epilepsia generalizada involucra a toda la corteza cerebral desde su inicio y de
manera difusa, ademés de que puede presentar uno o varios focos epilépticos. En el
origen de un foco epiléptico pueden participar multiples factores, tales como cambios en
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las propiedades intrinsecas de la membrana neuronal o alteraciones en la transmisién
sinaptica. Cada neurona en un foco epiléptico presenta de manera sincronizada una
respuesta conocida como despolarizacién paroxistica (DP), que se inicia por una
despolarizacién subita de entre 20-40 mV y de larga duracién (50-200 ms), lo que genera
un tren de potenciales de acciéon (Pefia, 2001). En un solo ataque convulsivo
generalizado, existe una répida disminucion de la presién sanguinea sistémica, sin
embargo, dificilmente se producen lesiones morfologicas detectables macroscédpicas o
microscopicas en las regiones cerebrales. Es la repetitividad de las crisis lo que
condiciona la mayor parte de los cambios neuromorfolégicos detectables. Una de las
alteraciones que representa caracteristicamente esta asociacion de convulsiones con
lesiones cerebrales severas se ha demostrado con la aparicion del status epilepticus (SE).
Este término se utiliza en crisis epilépticas repetitivas, constantes y prolongadas, que
establezcan una condicién epiléptica continua de por lo menos 5 a 10 minutos, hasta

mas de una hora (Feria et al., 1997).

Los cambios que llevan a las neuronas con actividad normal a una actividad
despolarizante sostenida, estan relacionados con las alteraciones en el balance entre las
corrientes de entrada de Ca*2y Na* y las corrientes de salida de K* que generan brotes
espontaneos de despolarizacién que se manifiestan eléctricamente como una espiga

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

Esta despolarizacion también puede darse por activacién excesiva de los receptores a
glutamato del tipo AMPA y NMDA (Brailowsky et al, 1997). Existen muchas
evidencias que indican la participacién del 4cido glutamico en la patogenia de la
epilepsia: en registros de pacientes epilépticos se han encontrado indices elevados de
aminoécidos excitadores en el liquido cefalorraquideo y en los focos epilépticos. En
estudios de epilepsia con modelos animales se ha visto que mientras los agonistas
glutamatérgicos son potentisimos convulsivantes, los antagonistas tienen notables
efectos anticonvulsivantes, por ejemplo, antagonistas competitivos de los receptores

NMDA como el CPP (Lgscher y Schmidt, 1988) o el AP7 (Meldrum, 1982) o no
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competitivos como el MK-801 (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
expresién anormal de los receptores a glutamato o un aumento en su funcién, 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 demostro la existencia de
alteraciones importantes en el funcionamiento del receptor NMDA (Kraus et al., 19%;
Lee et al, 1994). En otros trabajos, Janjua y colaboradores (1992a) postularon que
también la epilepsia podria 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 E1 (1.5 veces) (Janjua et al., 1992b).

Durante el estudio de la epilepsia se ha demostrado que una de las 4reas més afectadas
en la patologia de la epilepsia es el hipocampo (Feria et al.,, 1997). Estudios con drogas
convulsivantes que actian sobre la actividad neuronal en rebanadas de hipocampo,
dieron Jugar 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 espontéeos.

El hipocampo es una estructura cerebral que pertenece al sistema limbico y participa
primordialmente en el almacenamiento de la memoria. La formacién hipocampal
comprende el giro dentado, el hipocampo, el subiculum, el presubfculum, el
parasubfculum y la corteza entorrinal. Las células que forman el hipocampo son
multipolares y se conocen como células piramidales, que con base a su tamano y
apariencia se han dividido en tres regiones: CA1, CA2 Y CA3. El giro dentado esta
constituido por tres capas: la capa principal formada por células granulares, la capa

acelular molecular localizada sobre la capa principal, y la capa de células polimérficas o
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hilus, la cual se localiza debajo de las células granulares. Estas tltimas son neuronas
monopolares y sus axones se conocen como fibras musgosas, inervan la capa CA3 del
hipocampo, region que se conecta con la capa CAl del hipocampo, la cual proyecta al
subfculum y a las capas profundas de la corteza entorrinal. Esta via se le conoce como
colateral de Schaffer y forman una via excitatoria recurrente. La region 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 regién CA1l con dafio en CA3 e hilus, es una
patologia que se encuentra con gran frecuencia (Scheyer, 1978), en cambio, en otros
estudios se ha comprobado que la regién CA2 parece ser mucho més resistente

(Corsellis y Burton, 1983).

Otro grupo de neuronas presente en la formacién hipocampal son las interneuronas, las
cuales forman sinapsis GABAérgicas y tienen regiones blanco localmente restringidas.
Una de las hipétesis mas sélidas que explican el origen de la epilepsia, es la de
alteraciones en la comunicaci6n existente entre interneuronas (estimulos inhibidores) y
las células piramidales (estimulos excitadores) en alguna regién cerebral. Cuando se
rompe el equilibrio entre ellas por disminucién en la transmisién GABAérgica y/o
aumento en la glutamatérgica se puede producir una hiperexcitabilidad neuronal que
da origen a descargas paroxisticas, que pueden dar lugar a la epilepsia

(Feria et al., 1997).

o Neurodegeneracién.
Gran cantidad de trabajos previos demuestran que el acido glutdmico ademas de estar
relacionado con la aparicién de las crisis epilépticas, tiene una fuerte participacion en la
induccién de la muerte neuronal. En pacientes epilépticos se ha encontrado que un gran
namero de ellos, principalmente aquellos que padecen la epilepsia del 16bulo temporal,
llegan a presentar deficiencias neurolégicas ocasionadas por la muerte masiva de
neuronas en la zona del hipocampo. Desde hace algunos afios es conocido que la

estimulacion excesiva de los receptores de glutamato da como resuitado degeneracién
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neuronal. La administracién neuronal de glutamato o de sus agonistas, ya sea local o
sistémica, induce la muerte, misma que se previene con antagonistas de receptores

glutamatérgicos (Pefia, 2001).

En los dltimos afios 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 neurodegeneraci6én es un fenémeno que no solamente ocurre durante el
envejecimiento sino también durante padecimientos agudos y crénicos. Un gran
nimero de enfermedades neurolégicas, normalmente referidas como enfermedades
neurodegenerativas, comparten caracteristicas patolégicas de una gradual y selectiva
pérdida neuronal. Al parecer la neurotoxicidad endégena del glutamato esta
involucrada en algunas de estas enfermedades, sin embargo, en muchos casos la
evidencia no es contundente. En la gran mayoria de estas enfermedades, las causas de
muerte neuronal se desconocen, pero se han relacionado algunos factores que podrian
interactuar entre s{ y que se mencionaron previamente: la sobreactivacién de los
receptores a aminoacidos excitadores (principalmente del tipo NMDA), un incremento
en la concentracién citoplasmica de calcio y la generacidén de especies reactivas de
oxigeno o radicales libres. Estos factores se conjugan de tal modo que la alteracién en
alguno de ellos puede generar cambios en otro y con esto desatarse una reaccion en
cadena, resultando con ello, dafio y muerte neuronal por destruccién tanto de las
membranas plasmaéticas como de los organelos intracelulares (Colyle y Puttfarcken,

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

Hoy en dia, para el estudio del papel de los neurotransmisores en la epilepsia, se cuenta
con técnicas avanzadas como lo es la microdiélisis. 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 hipocampico (2-5 veces) (Wilson et al., 1996). En animales también
se han documentado aumentos en los niveles extracelulares de glutamato en un buen

namero de modelos de epilepsia como el Kindling (1-3 veces) (Zang et al., 1991), por
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administracién de acido kainico (3 veces) (Stein-Behrens et al., 1992), pilocarpina (1.5
veces) (Millan et al, 1993) o por estimulacién 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 utilizacién de drogas capaces de
estimular su liberacién, y con ello se ha encontrado la correlacién existente entre el
incremento en sus niveles extracelulares y los efectos de excitabilidad y muerte

neuronal.

La droga mas utilizada desde hace algin tiempo en nuestro laboratorio es el bloqueador
de canales de K*, conocido como 4-aminopiridina (4-AP) que prolonga la fase de
despolarizacién de los potenciales de accion, aumentando la frecuencia de disparo
neuronal. A nivel fisiolégico, se 'ha reportado que bloquea preferentermente las
corrientes tipo A (Ia) y tipo D (Ip), por lo que la prolongacién de la fase despolarizante
del potencial de accién, induce un disparo repetitivo que genera descargas

epileptiformes (Hoffman et al., 1997).

El principal blanco de accién de la 4-AP se encuentra en las terminales sindpticas, donde
produce la liberacién de neurotransmisores, tanto excitadores como inhibidores en
preparaciones in vitro, como en la placa neuromuscular, en rebanadas de cerebro, en
sinaptosomas y en algunas regiones cerebrales in vivo (Pefia 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 ratéon (Yamaguchi y Rogawski, 1992) e incluso en el
humano (Spyker et al., 1980). Estas crisis pueden ser prevenidas o disminuidas con la
aplicacion de antagonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato (Pefia y Tapia,
2000). Esto significa que el efecto convulsivante se encuentra intimamente relacionado

con el aurnento en la liberacion de glutamato y con la sobreactivacién de sus receptores.

Sin embargo, paradéjicamente, 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
més utilizados para inhibir el transporte de glutamato es el L-trans-pirrolidin-2,4-
dicarboxilico (PDC). Se ha descrito que este compuesto eleva de 10 a 20 veces la
concentracién de glutamato sobre los niveles basales y ademdas no existen sefiales de
hiperexcitabilidad electrofisiolégica (Obrenovitch, 1996), ni muerte neuronal (Massieu
et al., 1995). También se ha visto que el efecto del PDC es mayor sobre el glutamato y
aspartato comparado con otros aminoacidos, lo que comprueba su potente selectividad

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

Pero no sélo los iGluRs pueden modular la transmisién glutamatérgica, ya que la
activacién de los mGluRs también induce una amplia variedad de cambios en la
fisiologia neuronal, debido a que se encuentran involucrados en procesos como la
excitabilidad neuronal y regulan la actividad de varios canales i6nicos dependientes e
independientes de voltaje, lo que se traduce en incremento o reduccién en la frecuencia
de disparo (Pin y Duvoisin, 1995), dando como resultado un incremento o una

inhibicién en la liberacion de neurotransmisores.

Hasta el momento se cuenta con evidencias de que cuando existe aumento en la
liberacién de glutamato por inhibicién de su recaptura, y este se extiende a través de la
hendidura sindptica, puede activar receptores presinapticos metabotrépicos que inhiben
la liberacién 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 concentracién de glutamato es incrementada, ya sea por alta
actividad neuronal, o por bloqueo de la recaptura de glutamato, estos receptores se
activan provocando la inhibicién de su liberacion (Scanziani et al., 1997). Este efecto es
precisamente el mejor caracterizado en la actualidad, ya que se ha demostrado que los
receptores mGIuR presindpticos pueden actuar como autorreceptores reduciendo la
liberacion 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 activacién persistente de los
receptores mGlu III provocan reduccién de las respuestas postsindpticas excitadoras
(Losonczy et al.,, 2003). Et compuesto L-APy, un potente agonista para este grupo, induce
inhibicién de la transmisién sindptica de glutamato en rebanadas de hipocampo (Baskys
y Malenka, 1991) al igual que en terminales nerviosas estimuladas con 1 mM de 4-AP
(Rodriguez-Moreno et al., 1998). También estd descrito que el L-APy induce una
marcada reduccion de los potenciales postsinidpticos excitatorios en las células
piramidales de la regiéon CA1 y CA3 del hipocampo (Baskys y Malenka, 1991). Estudios
realizados por Pin y Duvoisin (1995) revelan que esta misma depresion de la
transmisién sinaptica existe en varias regiones del cerebro como son la corteza, el bulbo

olfatorio, la amigdala y la neocorteza.

La activacién de los mGluR del grupo JI también conduce a la inhibicién de la liberacion
de aminoacidos excitatorios (Pin y Duvoisin, 1995). En la via media y lateral perforante
en el hipocampo, el agonista especifico para este grupo, el DCG-IV, reduce la
transmision sinéptica excitatoria (Bushel et al., 1996). Otro de los agonistas, €l LY354740,
atenta el dafio que induce el incremento de glutamato en cultivos de neuronas

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

Por otro lado, existen datos que sugieren que el grupo I 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 liberacion de
glutamato se inhibfa en sinaptosomas de hipocampo estimulando con 1 mM de 4-AP.
Baskys y Malenka (1991), encontraron que los receptores del grupo I en las células
piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, son capaces de disminuir la
transmision presindptica 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 activacién
de este grupo de receptores puede incrementar la liberacién de glutamato (Fitzjohn et
al., 1996, Moroni et al., 1998) y como consecuencia producir epilepsia y dafio neuronal
(Camén et al., 1998; Arvanov et al., 1995; Chapman et al., 2000).

Aunque adn no se conoce con detalle el mecanismo por el cual la activacién de ciertos
receptores mGlu reduce la liberacion de glutamato, se ha podido relacionar este efecto
con base en la localizacién espacial dentro de las terminales glutamatérgicas. Trabajos
realizados por Shigemoto y colaboradores (1997), utilizando la técnica de
inmunocitoguimica, han revelado que los receptores del grupo IlI se encuentran
presentes en el 4rea CA1l del hipocampo y que ademas tienen su localizacién
mayoritariamente en sitios de liberacién de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996),
caracteristica que pone en ventaja a este grupo sobre el resto de los receptores
metabotrépicos, ya que los miembros tanto del grdpo I como del grupo II, tienen su
localizacién en zonas mas alejadas de la hendidura sindptica (Lujan et al., 1996; Neki et
al., 1996; Petralia et al., 1996). Por lo anterior, no es dificil pensar que la activacién de los
receptores metabotrépicos, principalmente los del grupo III, resulte en la inhibicién de

la liberacién de glutamato.

II. ANTECEDENTES

En la serie de experimentos realizados como parte mi trabajo de licenciatura (Vera y
Tapia, trabajo en preparaciéon para publicacién) y, que representan los antecedentes
inmediatos de la presente tesis, se mostr6 que la perfusién durante una sola fracciéon por
microdialisis de 4-AP a una dosis de 7 mM en animales en libre movimiento, genera
fuertes crisis epileptiformes con una actividad hipersincrénica inicial, seguida por trenes
de espigas de alta amplitud que, a través del tiempo, aumentan en frecuencia hasta el
establecimiento de un estado epiléptico. Ademas se produce pérdida neuronal en las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo. Estos efectos neurotéxicos son claramente visibles

en la conducta, en el EEG y en los cortes histolégicos, a pesar de que el aumento en la
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Sin embargo, también existen evidencias de que bajo ciertas condiciones, la activacion
de este grupo de receptores puede incrementar la liberacion de glutamato (Fitzjohn et
al., 1996; Moroni et al., 1998) y como consecuencia producir epilepsia y dafio neuronal
(Camon et al., 1998; Arvanov et al., 1995; Chapman et al., 2000).

Aunque aun no se conoce con detalle el mecanismo por el cual la activacion de ciertos
receptores mGlu reduce la liberacion de glutamato, se ha podido relacionar este efecto
con base en la localizacion espacial dentro de las terminales glutamatérgicas. Trabajos
realizados por Shigemoto y colaboradores (1997), utilizando la técnica de
iInmunocitoquimica, han revelado que los receptores del grupo III se encuentran
presentes en el area CAl del hipocampo y que ademas tienen su localizacién
mayoritariamente en sitios de liberacién de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996),
caracteristica que pone en ventaja a este grupo sobre el resto de los receptores
metabotrépicos, ya que los miembros tanto del grﬁpo I como del grupo II, tienen su
localizacion en zonas mas alejadas de la hendidura sinaptica (Lujan et al., 1996; Neki et
al., 1996; Petralia et al., 1996). Por lo anterior, no es dificil pensar que la activacion de los
receptores metabotrépicos, principalmente los del grupo III, resulte en la inhibicién de

la liberacion de glutamato.

II. ANTECEDENTES

En la serie de experimentos realizados como parte mi trabajo de licenciatura (Vera y
Tapia, trabajo en preparacién para publicacién) y, que representan los antecedentes
inmediatos de la presente tesis, se mostr6 que la perfusién durante una sola fraccién por
microdialisis de 4-AP a una dosis de 7 mM en animales en libre movimiento, genera
fuertes crisis epileptiformes con una actividad hipersincrénica inicial, seguida por trenes
de espigas de alta amplitud que, a través del tiempo, aumentan en frecuencia hasta el
establecimiento de un estado epiléptico. Ademas se produce pérdida neuronal en las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo. Estos efectos neurotdxicos son claramente visibles

en la conducta, en el EEG y en los cortes histologicos, a pesar de que el aumento en la
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concentracion de glutamato no es estadisticamente significativo, debido a la dosis tan
baja de 4-AP utilizada (figuras 3y 5, se muestran en la parte de resultados).

En trabajos previos, la perfusion por microdialisis de 4-AP en animales anestesiados, las
dosis menores a 35 mM no producen aumento en la concentracién de glutamato
extracelular cuantificable por el método de HPLC (Pena y Tapia, 1999) pero, en animales
despiertos, dosis mayores a 7 mM resultaron ser muy potentes dificultando la
manipulacién de los animales y llevandolos incluso a la muerte por convulsion

generalizada.

Por otro lado, la perfusion durante cinco fracciones continuas de microdialisis del
inhibidor del transporte de glutamato, PDC, no gener6 ni epilepsia ni
neurodegeneracién, a pesar del gran aumento en la concentracion extracelular de

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

Contrario a lo que se esperaba, el estimulo excitotoxico producido por la 4-AP mas el
aumento extracelular de glutamato inducido por inhibicién de su recaptura con PDC,
lejos de generar potenciacién de los efectos neurotoxicos de la 4 -AP, la perfusion de 3, 5
6 9 fracciones de microdialisis con PDC co-administrado con 4-AP en una sola fraccion,
produjo protecciéon tanto de las crisis epileptiformes (siendo mas visible el efecto
durante el estado epiléptico), como en la neurodegeneracion. Esta protecciéon fue mas
significativa con el mayor nimero de fracciones de microdialisis prefundidas con el
PDC, ya que evité que el estado epiléptico se generara y protegio casi en un 50% la

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

Estos datos permitieron generar la hipétesis de que el exceso de glutamato extracelular
extrasindptico, por inhibicién de su transporte, podria, paraddjicamente proteger contra
la excitotoxicidad de la 4-AP debido a la probable inhibicion de la liberacion de

glutamato al activarse los mGluR del tipo I11.
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Los resultados que se muestran a continuacién son los obtenidos durante mi tesis de
licenciatura, como se menciondé en los antecedentes (Vera y Tapia, trabajo en
preparacion). Se presentan en este trabajo, debido a que son datos fundamentales para
la interpretacion de los nuevos resultados.

Acido-L-trans—pirrolidin-2,4-dicarboxilico (PDC)
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Figura 2. Efecto de la perfusion del PDC sobre la concentracion extracelular de aspartato y glutamato en
el hipocampo de ratas en libre movimiento (grafica lado superior izquierdo). También se muestra una
micrografia representativa de la region CA1 del hipocampo, en donde se observa la capa de células
piramidales completamente sana (lado superior derecho, la barra negra horizontal corresponde a 500 pm
y abajo se ve el aumento de la region perfundidia que corresponde a 200 pm). En la parte inferior de la
figura, se muestra el EEG en donde se puede ver que no existen cambios en el registro. Los datos son el
promedio + E.S. de?7 ratas.

31



ANTECEDENTES

4 -aminopiridina (4 -AP)
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Figura 3. Efecto de la perfusion de la 4-AP sobre la concentracion extracelular de aspartato y glutamato
en el hipocampo de ratas en libre movimiento (gréfica lado superior izquierdo). También se muestra el
dario neurotéxico producido en la regién CA1 del hipocampo (micrografia 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.S. de 7 ratas.
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Figura 4. Efecto de la perfusién de la 4-AP + PDC (9 fracciones) sobre la concentracion extracelular de
aspartato y glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimiento (gréfica lado superior izquierdo).
También se muestra la proteccion por el PDC del dafio neurotéxico producido por la 4 -AP en la regién
CA1 del hipocampo (micrografia del lado superior derecho) y la disminucién de la duracién de las
descargas epileptiformes y la proteccién total del estado epiléptico en el EEG.

Los datos son el promedio + E.S. 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
aparicion del estado epiléptico (barra horizontal) en una rata prefundida con 4 -AP sola (grafica izquierda) y con
4 -AP + PDC (9 fracc) (grafica derecha). Cada barra representa una descarga de la duracién sefialada en las

ordenadas, al periodo de tiempo indicado en las abscisas.

En la parte inferior se muestra la cuantificacién del nimero y la duracién de las descargas inducidas por la perfusién
dela4 -AP y 4 -AP + PDC (9 fracc). La barra horizontal indica el inicio de la aparicion del estado epiléptico y su
duracién 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 induccién del estado epiléptico.
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Para confirmar la interpretacion de los resultados anteriores, en este trabajo, se decidi6
utilizar antagonistas y agonistas de este grupo de mGluR, estimulando con 4-AP y, en el

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

III. HIPOTESIS

El exceso en la transmision sinaptica de glutamato puede inducir epilepsia y muerte
neuronal por excitotoxicidad al interactuar con el receptor NMDA, pero el incremento
extracelular de este aminoacido, provocado por inhibiciéon de su transporte, podria
activar receptores metabotrépicos principalmente del grupo III que inhiban la liberacion
de glutamato de las terminales presinapticas. Esta depresién en la transmision sinaptica
excitatoria, puede ser capaz de antagonizar los efectos generados por la 4-aminopiridina
(Vera, 2004), la cual estimula la liberacion de glutamato, generando epilepsia y muerte
neuronal.

Por lo tanto, los antagonistas de los receptores metabotrépicos a glutamato del grupo
ITI, 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 accion de los
antagonistas y agonistas especificos para los receptores metabotrépicos de glutamato
del grupo III, sobre los efectos neurotoxicos de la 4-AP en el hipocampo de ratas
despiertas, con el fin de esclarecer la participacion de estos receptores en el control del

proceso excitotoxico.

V. DISENO EXPERIMENTAL

Este estudio se llevo a cabo en ratas implantadas en la region CA1 del hipocampo para
experimentos de microdiélisis en libre movimiento. La técnica de microdidlisis, consiste
en implantar una canula, 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 aminoacidos, entre ellos el glutamato. Los detalles de la técnica

se describen méas adelante en la metodologia.

En los experimentos realizados en este trabajo, se perfundi6 la 4-AP a una dosis de 7mM

para inducir epilepsia y neurodegeneracion, el PDC se utiliz6 a una dosis de 50 mM,

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

bloquear el grupo III de los mGluR. Finalmente el agonista L-APs se us6 para activar

especificamente a este grupo de receptores.

A continuacién se describe la combinacion de las drogas utilizadas en cada grupo

experimental.

a) Grupo control perfundido solamente con el antagonista MAP%s.
b) Grupo control perfundido solamente con el antagonista MSOP.

c) Grupo perfundido con el antagonista MAP, 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 MAPs y 4-AP.

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

g) Grupo perfundido con el antagonista MAP, el inhibidor de la recaptura, PDC
y 4-AP.

h) Grupo perfundido con el antagonista MSOP, el inhibidor de la recaptura, PDC
y 4-AP.

i) Grupo control perfundido solamente con el agonista L-APx4.

j) Grupo perfundido con el agonista L-APs y 4-AP.
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VI. METODOLOGIA
* Cirugia 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% Oz y
5% COz para llevar a cabo el implante. Una vez anestesiados los animales se realizé un
corte en la piel para exponer el craneo y se colocaron dos tornillos al nivel de la corteza
parietal, los cuales fueron utilizados como electrodos para el EEG. Posteriormente, se
taladr6 un orificio de 2 mm aproximadamente de didmetro para la colocacién de una
canula guia en el &rea del hipocampo izquierdo dorsal con coordenadas: antero-
posterior 3.6 mm, lateral + 24 mm y ventral 2.0 mm a partir de Bregma (Paxinos y
Watson, 1982). Finalmente se utiliz6 acrilico dental para sujetar al crdneo los tornillos y

la canula guia (Ramirez-Munguia et al, 2003).

= Microdialisis:

Cinco dias después del implante se llevaron a cabo los experimentos, con la finalidad de
permitir la recuperaciéon del dafio mecanico ocasionado en el tejido por la entrada de la
canula guia. Al momento de llevar a cabo el estudio, se cambi6 la canula guia y en su
lugar se introdujo la canula de microdialisis (CMA/12 Solana, Suecia de 2 mm de largo
y 0.5 mm de didmetro, previamente lavada con agua destilada durante 1 hora a un flujo

de 15 pl/ min).

Posteriormente, a través de la canula se perfundié continuamente en el hipocampo una
solucion Krebs-Ringer compuesto por NaCl 118 mM , KHoPOs4 1.2 mM, KCl 4.7 mM,
MgSO4 1.18 mM, NaHCOs3 25 mM, glucosa 10 mM, CaCl; 2.5 mM (pH 7.4) a un flujo
de 2 pl/min mediante una microjeringa montada a una bomba de microinyeccién

(modelo CMA/100; Carnegie).

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

continuamente 12 fracciones de 25 pl de 12.5 min cada una, a través de un colector
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automatico conectado a la bomba de microinyeccion. Las tres primeras fracciones
colectadas se utilizaron para la determinacién de los niveles basales de los aminoacidos
estudiados: Ac. Aspartico (asp), Ac. Glutamico (glu), Glutamina (gln), Glicina (gly),
Taurina (Tau) y Alanina (ala), posteriormente se cambi¢ el medio de perfusién por una
solucién que contenia el compuesto, (S)-2-animo-2-metil-4-acido fosfonobutanoico
(MAPy), (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP) o L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4)
mas 4-aminopiridina (4-AP) y Ac. L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilico (PDC), segun cada

experimento.

A un primer grupo de animales se perfundié a una concentracion de 500 pM, durante 9
fracciones de microdialisis, el compuesto, (S)-2-animo-2-metil-4-acido fosfonobutanoico
(MAP4) (Tocris, Langford, Bristol, Reino Unido), el cuél es un antagonista especifico de
los receptores metabotrépicos de glutamato del grupo III. En un segundo grupo se
administr6 MAPs junto con el inhibidor del transporte de glutamato, PDC (Tocris,
Langford, Bristol, U.K.) a una concentracion de 50 mM durante nueve fracciones. En el
tercer grupo se adicionaron nueve fracciones continuas con MAP3, para, posteriormente
perfundir una sola fraccién (en la sexta) del bloqueador de canales de potasio, 4-AP
(Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) a una concentraciéon de 7 mM. Finalmente, en el
cuarto grupo se realiz6 la combinacién de los tres compuestos, MAPs y PDC, se
adicionaron durante nueve fracciones continuas y la 4-AP, al igual que con el grupo
experimental anterior, se administr6é tnicamente en la sexta fraccion. Cabe mencionar
que las concentraciones de las drogas utilizadas fueron calculadas en base a la eficiencia
del ~ 10% de la canula de microdialisis segtn la determinacion realizada por Morales-

Villagran y colaboradores (1996).

El otro antagonista utilizado de los receptores metabotrépicos de glutamato del grupo
111, el (R-S)-a-metilserina-O-fosfato (MSOP) (Tocris, Langford, Bristol, U.K.), se us6 a
una concentracién de 1 mM y se perfundi6 de igual manera que el antagonista MAP4
segun el grupo experimental.

El agonista de los receptores metabotropicos de glutamato del Grupo III que se utilizo

fue el L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4) (Tocris, Langford, Bristol, U.K.), el cual es el
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mas especifico, se perfundié a una dosis de 100 mM durante nueve fracciones continuas
de microdialisis. Este compuesto se administr6 solo en un grupo de animales, y en otro
grupo se co-administrd, como en grupos anteriores, junto con la 4-AP, el L-AP4 se paso
a través de la canula de microdialisis durante nueve fracciones y la 4-AP solamente

durante la sexta fraccion.

*  Cuantificacion de aminoacidos:

La concentracién de los aminoacidos se midi¢ en un sistema de cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) y deteccion por fluorescencia, como se describe en el trabajo de
Salazar et al. (1994) y Massieu et al. (1995). Los 25 ul colectados de cada fraccion se
derivatizaron con un volumen igual de o-ftaldialdehido (OPA) durante 3 min,
inmediatamente después se inyectaron 20 ul en el cromatégrafo equipado con una
columna ODS (25 cm x 4 mm i.d) utilizando como fase mévil 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 deteccién se llevo a cabo por la medicién de la fluorescencia del
derivado OPA, a 330 nm de excitacién y 460 nm de emision. El anélisis cuantitativo de
los aminoacidos se realiz6 por comparacién con una mezcla estandar de 7 aminoacidos

mencionados anteriormente.

* Registro electroencefalografico (EEG):
Simultdneamente con la microdialisis, se realizé un registro electroencefalografico

utilizando los electrodos implantados en la corteza parietal, para monitorear la
actividad eléctrica propagada a la corteza. Este registro se llevo a cabo con la utilizacion
de un poligrafo GRASS. La sefial se filtr6 dando un ancho de banda entre  3-35 Hz. A
partir de los registros obtenidos se determino la latencia, el numero y la duracion de las

descargas epileptiformes, asi como la latencia y duracién del estado epiléptico.
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* Analisis histologico:
24 horas después de haber realizado el experimento, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico y se perfundieron intracardialmente con 250 ml de solucién salina
al 0.9%, seguidos de 250 ml de formaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.
Los cerebros removidos, se mantuvieron en postfijaciéon con formaldehido 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
congelacion del sitio de lesién con un grosor de 40 um y se tifieron con violeta de cresilo
para confirmar la correcta localizacion de la canula de microdiélisis en el tejido y para el

analisis de la neurodegeneracion.

La neurodegeneracion se midi6 en un programa de anélisis de imdgenes NIH 1.6 para
Macintosh, sefialando el numero de células sanas en 30,000 um?. De cada grupo

experimental, se analizaron tres cortes por rata.

* Observacion conductual:
Durante y después del experimento (hasta 24 h), se observé cuidadosamente el efecto
conductual producido por los diferentes tratamientos segtin las condiciones

experimentales.
» Analisis estadistico:

Para cuantificar los cambios en las concentraciones de los aminoacidos y del dafio

celular, se realiz6 una prueba T de Student pareada.
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VII. RESULTADOS

*  Aminoacidos Extracelulares

Como se mencioné en el objetivo, este trabajo estd enfocado en el analisis de
antagonistas y agonistas de los mGIuR IIl. A continuacién se describen los resultados

obtenidos con estas drogas.

En la figura 6 se muestran los niveles extracelulares de aspartato y glutamato durante la
perfusién con el antagonista MAPs durante 9 fracciones continuas de microdislisis.
Como se puede observar en la gréfica, no existen cambios significativos después de la
administracién del compuesto; el aspartato se mantiene en 4 pmolas/10 pl y el

glutamato alrededor de 8 pmolas/10 pl.

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 aminoacidos. El aspartato se mantiene entre 2y

3 pmolas/10 ply e] glutamato alrededor de 12 pmolas/10 pl.

Al admunistrar PDC junto con MAPy, se observé un incremento significativo en ambos
aminoacidos. El aspartato aumento casi hasta 50 pmolas/10 ply el glutamato hasta 250
pmolas/10 pl aproximadamente. Este incremento se observa a partir de la 4 fraccién, la
cual corresponde al inicio de la perfusién del PDC hasta la fracciéon nimero 12, periodo
durante el cual se mantuvo la perfusién del PDC y nunca regresa a niveles basales

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

Igualmente en el grupo experimental tratado con MSOP més PDC se observo el mismo
patrén de aumento tanto de aspartato, el cual subié hasta 30 pmolas/10 pl
aproximadamente, como de glutamato que llegé hasta valores de 200 pmolas/10 ul

(figura 7).

41



RESULTADOS

El tratamiento con el antagonista MAPs y 4-AP no provocd ningin 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 ocurrié para MSOP y 4-AP, ambos aminoacidos se mantuvieron sin
cambios significativos, el aspartato en 2 pmolas/10 ul y el glutamato entre 8 y 9

pmolas/10 pl (figura 8).

Los animales tratados con los tres compuestos (MAP;, PDC y 4-AP) mostraron el
aumento significativo visto en experimentos anteriores a causa del PDC (figura 9). Bajo
estas condiciones el aspartato alcanzé niveles cercanos a las 30 pmolas/10 pl y el

glutamato nuevamente llegé a 250 pmolas/10 pl.

En el caso de MSOP, PDCy 4-AP, al igual que con MAPs, hubo aumento significativo, el
aspartato subi6 aproximadamente hasta 20 pmolas/10 pl y el glutamato nuevamente

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

El agonista de los mGIuR III, el L-APq4, se probé a dosis de 1, 2, 5, 10, 50 y 100 mM, y
solamente en 50 y 100mM se observo la proteccién de las descargas epileptiformes, por
lo que fueron las dosis que se analizaron completamente, siendo la concentracion de
100mM la maés clara en la disminucion del glutamato extracelular y en las descargas

epileptiformes.

Como se muestra en la gréfica 10, a diferencia de lo que ocurri6 con los antagonistas de
los mGluR 1II, la perfusion del agonista especifico L-APs a una dosis de 100mM
perfundido durante 9 fracciones continuas de microdialisis, ya sea solo o en
combinacién con la 4-AP, claramente disminuye la concentracion extracelular de ambos
amino4cidos 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 varfan en cada
grupo experimental, debido a que se ha encontrado que, para ratas en libre movimiento,

la concentracién de glutamato extracelular varia entre 7 y 11 pmol / 10 ul (Vera, 2004).
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Figura 6. Efecto de la perfusién de los antagonistas solos MAPy o MSOP, sobre la concentracién
extracelular de aspartato y glutamato, durante nueve fracciones de microdidlisis consecutivas en el
hipocampo de ratas en libre movimiento. La barra horizontal indica el numero de fracciones de perfusion

de los antagonistas. Los datos son el promedio £ ES de un tolal de 7 animales en cada gréfica.
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Figura 7. Efecto de la perfusién de PDC més el antagonista MAP; o MSOP, sobre la concentracion
extracelular de aspartato y glutamato durante nueve fracciones de microdialisis consecutivas (barra
horizontal) en el hipocampo de ratas en libre movimiento. Se muestra el aumento significativo (p < 0.05)
a partir de la quinta fraccién hasta el final del experimento. Estas fracciones fueron estadisdcamente
diferentes al promedjo de sus basales. n = 7
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Figura 8. Efecto de los antagonistas MAPs; o MSOP mads 4 - AP sobre la concentracién extracelular
de aspartato y glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimienio. Los antagonistas se
nueve fracciones de microdidlisis consecutivas, mientras que la 4-AP se
adicioné solamente en la sexta fraccion (barra horizontal). Los datas son el promedio + ES de 7 animales

administraron durante

en cada grifica.
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Figura 9. Efecto de la perfusién de PDC y los antagonistas MAPs o MSOP méas 4- AP sobre la
concentraciéon extracelular de aspartato v glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimiento. Los
antagonistas y el PDC se administraron durante nueve fracciones de microdialisis consecutivas, mientras
que la 4-AP se adicion6 solamente en la sexta fraccién (barra horizontal). Los datos son el promedio £ ES
de 7 animales para cada grafica. También se muestra el aumento significativo (p < 0.05) a partir de la
quinta (raccién hasta el final del experimento.
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Figura 10. En la grifica superior se muestra el efecto del agonista LAPs sobre la concentracién
extracelular de aspartato y glutamato en el hipocampo de ratas en libre movimiento, perfundido durante
9 fracciones de microdialisis, tal y como lo muestra la barra horizontal. En la gréafica inferior se muestra el
efecto combinado del agonista LAP; més 4 - AP sobre la concentracién extracelular de aspartato y
glutamato. El agonista se administré durante nueve fracciones de microdiélisis consecutivas, mientras que
la 4-AP se adicion6 solamente en la sexta fracciéon (barras horizontales). Los datos son el promedio + ES
de 7 animales para cada grifica. A partir de la quinta fraccion se encontré 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 electroencefalogréfica de ratas en libre
movimiento que es de ondas de baja amplitud (Ramirez-Munguia 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
administracion de 4-AP a una dosis de 7 mM, produce descargas epileptiformes con una
actividad hipersincrénica 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 sobrexcitacion observada en el EEG, coincide con algunos efectos conductuales
tales como acicalamiento, salivacién, movimientos masticatorios, sacudidas de perro
mojado, contracciones de las patas delanteras y encorvamiento del cuerpo, ademas de
fuertes convulsiones ténico-clonicas, acompariadas de hipersalivacién, 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 microdialisis (ver figura 4), produce una disminucién importante de las
descargas epileptiformes y elimina por completo el estado epiléptico, indicando que el

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

Como se mencioné anteriormente, en el presente trabajo se estudiaron los efectos de
dos antagonistas y un agonista especificos para los mGluR III. En la figura 11 se pueden
observar los trazos representativos de los dos antagonistas utilizados, MAP; y MSOP,
perfundidos de manera individual durante nueve fracciones de microdiélisis. En
ningin caso se produjeron cambios en el EEG ni en la conducta de los animales

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

Al administrar  MAPs + PDC o MSOP + PDC perfudidos de manera simulténea
durante nueve fracciones de microdiélisis, tampoco se generaron cambios, ni en la

conducta de los animales ni en el EEG (figura 11).
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Registro Electroencefalografico
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Figura 11. Trazos representativos en el EEG de la perfusién de los antagonistas MAPs o MSOP solos y
en combinacién con el PDC. Estos registros fueron tomados a los 25 min. También se muestra en iempo

equivalente, el registro basal de animales perfundidos con medjo Krebs-Ringer.
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La perfusién combinada de MAPs + 4-AP o MSOP + 4-AP, generd crisis epileptiformes
(figura 12) que se manifestaron conductualmente con los efectos descritos en trabajos
anteriores de microinyeccién en ratas anestesiadas (Arias et al., 1998, 2002) y en trabajos
de microdidlisis en libre movimiento (Ramirez-Munguia et al.,, 2003; Vera, 2004), que
corresponden al efecto de la perfusién con 4-AP sola y que se mencionaron
anteriormente. Ademas, bajo estas condiciones, durante el estado epiléptico se registré
una fuerte potenciacion de la conducta en estos animales, ya que también presentaron
sangrado de nariz, 0jos, oidos y boca, y cabe mencionar que algunos de ellos murieron

por convulsion generalizada.

La aparicion de la primera descarga, después de la administraciéon de la 4-AP, fue de
21.2 £ 0.41 min (promedio de 5 ratas + E.S.) y el estado epiléptico comenzé al minuto
484 + 2.29 con una duracién de 44.2 +1.91 min, para las ratas tratadas con MAPs + 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 inici6 al minuto 33.25 +
2.26 y dur6 55.75 £ 2.43 min.

En la figura 14 se presenta la grafica 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
cuantificacién del namero y la duracién de las crisis en periodos de 20 min en el total de
las ratas analizadas para cada grupo experimental (n = 5 para el tratamiento con

MAP; + 4-AP y n=6 para el tratamjento con MSOP + 4 -AP).

Cuando se combiné MAP;, PDC y 4-AP o MSOP, PDC y 4-AP hubo ura ligera
disminucién 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 potenciacién de efectos.

50



RESULTADOS

Registro Electroencefalografico

MAP; + 4-AP
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Figura 12. Trazos representativos en el EEG de las descargas epileptiformes producidas por la perfusion
de los antagonistas MAPy +4 -AP o MSOP + 4 -AP, tomados a los 25 min y los trazos representativos
del estado epiléptico tomado a los 65 min después de iniciada la infusién de 4 -AP. Se muestra el aumento
en la amplitud de las descargas epileptiformes y el estado epiléptico en comparacién con el registro basal.
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La latencia fue de 17.0 £ 0.4 min (promedio de 7 ratas + E.S.), el estado epiléptico inicié
al minuto 37.14 + 1.08 con una duracién de 48.8 + 1.35 min, para las ratas tratadas con
MAPs, PDCy 4-AP. En el caso de los animales prefundidos con MSOP, PDCy 4-AP la
latencia fue de 17.7 £ 1.06 min (promedio de 7 ratas + E.S.), el estado epiléptico comenzé

al minuto 31.86 2.0 con una duraciéon 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 e} periodo
entre 20-40 min. Sin embargo, en estos animales se encontré un ligero retraso en el inicio

del estado epiléptico (figura 15).

Al administrar el agonista de los mGluR III, L-APs solo, a una dosis de 100 mM durante
nueve fracciones de microdialisis, al igual que con los antagonistas, no se produjeron
cambios ni en Ja 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 proteccion 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 duracién de 51.6 £ 1.85 min
(promedio de 4 ratas + E.S.). 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 ultimas aunque no se protegieron del estado epiléptico, presentaron un retraso de

10 minutos en la aparicién del mismo, es decir, su inicio fue hasta los 40 min.

También es importante destacar la duracién de cada una de las crisis, las cuales son
menores comparadas con la duracién de las crisis de los antagonistas. Las descargas en

el tren de espigas son de menor amplitud, aun en las ratas no protegidas (figura 18).
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Registro Electroencefalografico

MAP; + PDC + 4-AP (25 min )

Estado epiléptico

MAPs + PDC + 4-AP (65 min)
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Figura 13. Trazos representativos en el EEG de las descargas epileptiformes producidas por la perfusion
de los antagonistas MAP; + PDC + 4 -AP o MSOP + PDC + 4 -AP, tomados a los 25 min y los trazos
representativos del estado epiléptico tomado a los 65 min después de iniciada la infusién de 4 -AP. Se
observa una ligera disminucién en la amplitud de las descargas epileptiformes y el estado epiléptico
producido por la perfusién del PDC. Comparar con la figura 4.
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Figura 14. Ejemplos representativos del curso temporal de las crisis epileptiformes y la aparicién del
estado epiléptico (barra horizontal) en una sola rata durante el tratamiento con MAPs + 4AP o
MSOP + 4-AP. Cada barra representa una descarga de la duracién sefialada 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 aparicion del
estado epiléptico (barra horizontal) en una sola rata, durante el tratamiento con MAP; + PDC + 4-AP o
MSOP + PDC + 4-AP. Cada barra representa una descarga de la duracién senalada en las ordenadas, al
periodo de tiempo indicado en Jas abscisas. Comparar con la figura 5.
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Figura 16. Namero y duracién de las descargas inducidas por los tratamientos de MAP, + 4 -AP y
MAP, + 4 -AP + PDC en periodos de 20 min. La barra horizontal representa el tiempo de aparicién y
duracion del estado epiléptico para los tratamientos indicados por las figuras. Se repitié el resultado del
efecto de la 4-AP + PDC para su comparacion (figura 5).
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Figura 17. Numero y duracién de las descargas inducidas por los tratamientos de MSOP + 4 -AP y
MSOP + 4 -AP + PDC en periodos de 20 min. La barra horizontal representa el tiempo de aparicién y
duracion del estado epiléptico para Jos tratamientos indicados por las figuras. Se repiti el efecto de la
4-AP + PDC para su comparacién (figura 5).
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Registro Electroencefalografico
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Figura 18. Trazos representativos en el EEG durante la perfusién del agonista L-APs solo y de la
combinacién de L-AP; + 4-AP. Se muestra la disminucién en la amiplitud de las descargas epileptiformes
tomadas a los 25 min después de iniciada la infusién 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 Jos tiempos equivalentes (n = 7).
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Figura 19. Ejemplos representativos del curso temporal de las crisis epileptiformes y la aparicion del
estado epiléptico (barra horizontal) en una rata no protegida durante el tratamiento con L-AP; + 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 Ja duracién senalada en Jas ordenadas, al periodo de
tiempo indicado en las abscisas.
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Figura 20. Nuamero y duracién de las descargas inducidas por la perfusion del agonista L-APs + 4 -AP en
periodos de 20 min. La barra horizontal representa el tiempo de aparicién y duracion del estado
epiléptico para el fratamiento con 4-AP sola.
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* Neurodegeneracién
La neurodegeneracion producida por la 4-AP en animales despiertos se puede observar
en la figura 3, asi como también el efecto protector ejercido por el PDC (figura 4)
perfundido durante nueve fracciones de microdialisis. La cuantificacién de estos

resultados se presenta en la figura 27.

Las microfotografias 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 neurodegeneracién, 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 neurodegeneracién en el tejido de la capa de
células piramidales del hipocampo cuando se administré el PDC junto con los
antagonistas (figura 22 y 24). El dafio que puede apreciarse en el tejido es producto del
dafio mecanico; sélo las zonas més préximas al sitio lesionado son las que se encuentran

dariadas (ver los datos cuantitativos en la figura 27).

Por otro lado, la perfusién de estos antagonistas no bloque¢ el efecto neurotéxico de la
4-AP, ya que produjo Ja pérdida neuronal en CA1 y CA3. Esta neurodegeneracion, 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 drea de CA1 hasta el
limite con CA2, el cual se encuentra bien preservado. La cuantificacién del dafio se

muestra en la figura 27.

La administracién del agonista especifico L-APs perfundido solo, al igual que los
antagonistas, no produjo neurodegeneracion, tal y como se muestra en la micrografia de
la figura 26 y en la cuantificacién del dano celular en la figura 21. Cuando se administro

junto con la 4-AP se encontré claramente proteccién de la muerte neuronal, como se
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puede ver en la figura 26, aun en los cuatro animales que presentaron el estado

epiléptico (figura 27).
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Figura 21. Cuantificacién del nimero de células sanas en la region CA1 del hipocampo después de
la perfusién de Krebs- Ringer, PDC solo, MAP; solo, MSOP solo y L-AP; solo. Los datos son el
promedio £ E.S. de 3 cortes por rata de un total de tres ratas en cada uno de los tratamientos.
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Figura 22. Micrografias representativas del efecto del antagonista MAP; (lado izquierdo) en el
hipocampo ipsilateral. Se muestra la regién CA1 en donde se pueden observar las células piramidales
completamente sanas. En el panel derecho se observa el efecto de MAP; + PDC y solamente se observa el
dano producido por el tracto de la canula. La barra horizontal negra en las fotografias superjores
corresponde a 500 um y en la parte inferior se muestra en mayor aumento las dreas marcadas por el
recuadro de la regién prefundida que corresponde a 200 pm.

Figura 23. Micrografias representativas del efecto del antagonista MAPs + 4-AP (lado izquierdo) y
MAP; + 4-AP + PDC (lado derecho) en el hipocampo Se muestra el dafio neurotéxico en la regién CA1ly
CA3 de la capa de células piramidales. En la parte inferior se muestra en mayor aumento la regién
prefundida en donde claramente se pueden observar los niicleos picndticos indicando muerte celular.
Ver escala de aumento en la figura anterior.

61



RESULTADOS

MSOP + DC

= = - : 4 : 3 T b e ey

Figura 24. Micrografias representativas del efecto del antagonista MSOP (Jado izquierdo) sobre el tejido
del hipocampo ipsilateral. Se muestra Ja regién CAl en donde se puede observar la capa de células
piramidales sanas. En el panel derecho se observa el efecto de MSOP + PDC en donde solamente se
observa el dafio producido por el tracto de Ja cdnula. La barra horizontal negra en las fotografias
superiores corresponde a 500 pm y en la parte inferior se muestra en mayor aumento las 4reas marcadas
por el recuadro de la regién prefundida que corresponde a 200 um.

MSOP + 4-AP MSOP + 4-AP + PDC
- - - . e

.

Figura 25. Micrografias representativas del efecto del antagonista MSOP + 4-AP (lado izquierdo) y
MSOP + 4-AP + PDC (lado derecho) sobre ef tejido del hipocampo ipsilateral. Se muestra el dafio
neurotéxico en Ja region CA1 y CA3 de la capa de célujas piramidales. En la parte inferior se muestra en
mayor aumento la regién prefundida en donde claramente se puede observar los ndcleos picnéticos
indicando muerte celular. La barra horizontal negra en las fotografias superiores corresponde a 500 um y
en la parte inferior se muestra en mayor aumento Jas dreas marcadas por el recuadro de la regién
prefundida que corresponde a 200 pm.
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Figura 26. Micrografias representativas del efecto del agonista L-APs (lado izquierdo) sobre el tejido del
hipocampo ipsilateral. Se muestra en mayor aumento (parte inferior) la regién CA1 en donde se puede
observar la capa de células piramidales sanas. En el panel derecho se observa el efecto protector del
L-AP; contra la neurodegeneracién producida por la 4-AP en una rata que present6 estado epiléptico.
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Figura 27. Cuantificacién de la
neurodegeneracion de la regién CA1
del hipocampo producida por la
4-AP sola y en combinacién con los
antagonistas de fos mGluR I mas
PDC. También se muestra la
proteccién ejercida por el tratamiento
con el agorusta L-APy 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 ** <0.05con respecto a
la 4-AP.
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VIII. DISCUSION

Mediante la combinaciéon de estudios neuroquimicos, electroencefalograficos e
histologicos, se ha estudiado la fuerte correlacion que existe entre un incremento en la
concentracion extracelular de  glutamato con la induccién de epilepsia y la
neurodegeneraciéon. Como ya se ha mostrado previamente, la perfusion por
microdialisis de 4-AP en el hipocampo es capaz de provocar la liberacion de glutamato e
inducir crisis epileptiformes y muerte neuronal a dosis de 17.5 mM o mayores, en ratas
anestesiadas (Pefia 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 (/mM). Bajo estas condiciones, es decir, con la rata despierta, hemos encontrado
que el efecto toxico de la 4-AP utilizando dosis mayores, es demasiado intenso, como se

describi6 anteriormente (Vera, 2004).

Esta notable diferencia en el efecto de las dosis utilizadas sugiere que el halotano
utilizado como anestésico bloquea la induccion de las crisis epileptiformes. Diversos
trabajos realizados sobre el mecanismo de accién de varios anestésicos como la
ketamina, isofluorano y el propio halotano revelan que su efecto se debe a una
disminucién en la transmisién sindptica excitadora, ya que disminuyen las espigas de
neuronas de la regién CA1l del hipocampo (Wakasugi et al., 1999). También se ha
mostrado que el halotano bloquea la transmisién sindptica excitatoria a través de
diversos efectos alostéricos en el mecanismo de activacion del canal ionico del receptor
tipo NMDA y en el sitio de unién al glutamato (Martin et al, 1995). Otro dato
importante que demuestra que el halotano ejerce una accién inhibidora sobre el receptor
NMDA, es el obtenido por Ramirez-Munguia y colaboradores (2003), en el cual la
anestesia con halotano interfirio en el desarrollo de las crisis epileptiformes producidas
por la perfusion del acido okadaico en experimentos de microdialisis con ratas
anestesiadas, aun cuando muy probablemente el receptor se encuentra hiperfosforilado
por la accion de esta droga, que es un inhibidor de fosfatasas de proteinas. 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 accion del receptor NMDA, por lo que
a dosis bajas de 4-AP en animales despiertos, los efectos toxicos son mds potentes

comparados con los de animales anestesiados.

Por otro lado, también se ha demostrado que no es suficiente provocar la acumulacién
extracelular de glutamato para producir neurotoxicidad. En trabajos previos se ha
demostrado que el incrementar los niveles extracelulares, in vivo, por inhibicién de su
recaptura no es suficiente para la induccion de epilepsia (Obrenovitch et al., 1996) o
neurodegeneracion (Massieu et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997; Corona y Tapia, 2004).
Por microdialisis en animales en libre movimiento, la inhibicién de la recaptura de
glutamato con PDC a una concentracién de 50 mM durante cinco fracciones de
microdialisis, no induce epilepsia ni muerte neuronal, a pesar de que se produce un
aumento importante en la concentracién extracelular de glutamato, entre 20 y 25 veces

sobre sus niveles basales (Vera, 2004).

Lo anterior apoya la hipétesis de que para que exista neurotoxicidad por causa del
glutamato endoégeno, es necesario que éste sea de origen sinaptico, como se ha
demostrado en trabajos en los cuales la estimulacién de la liberacion del glutamato por
la 4-AP es inhibida por la aplicacién de una toxina especifica que bloquea los canales de
sodio sensibles a voltaje, la TTX, o por la @-conotoxina GVIA, que bloquea los canales de
calcio tipo N, y que también reduce la liberacién de glutamato (Pefia y Tapia, 2000). La
apertura de los canales de sodio y los canales de calcio tipo N, es esencial para inducir la
liberacion de los neurotransmisores en las terminales nerviosas, por lo cual se ha
hipotetizado que aquella liberacién 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 neurodegeneracion producida por la 4 AP, al igual que los antagonistas del receptor
NMDA (Pefia y Tapia, 2000), lo que confirma que el exceso de liberacién de glutamato

desde la terminales sindpticas es la causa de la excitotoxicidad de la 4-AP.
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En otros estudios la aplicacion por microdidlisis de alto potasio (50 mM) o
tetraetilamonio (TEA), los cuales producen un importante aumento en la concentracion
de glutamato extracelular, no inducen efectos toxicos. Esto se debe a que a diferencia de
la 4-AP, e] glutamato liberado por estos farmacos no proviene en su totalidad de las
terminales nerviosas y por lo tanto es ineficaz en la generacién de epilepsia y dafio
neuronal, pues su liberacién no es en su mayoria en el espacio sinaptico y la
probabilidad de alcanzar los receptores glutamatérgicos es muy baja (Pefia y Tapia,
1999). Esta interpretaciéon es la que puede explicar la ausencia de toxicidad del
incremento en el glutamato extracelular inducido por la inhibicién de su transporte por

el PDC.

En los ultimos afios se ha descrito que en la regién del hipocampo, el aumento en la
concentracion de glutamato extracelular por inhibicién de su recaptura, puede activar al
grupo de receptores metabotrépicos de glutamato (Oliet, 2001) dando como resultado la
inhibicién de la transmisién sindptica excitatoria (Scanziani et al., 1997). A finales de
década de 1970 vy principios de 1980 comenzaron las evidencias de que la liberacion
del glutamato también podia ser regulado por la via 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 transmision excitatoria en la formacién 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-APs 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 produccion de segundos mensajeros via proteinas G
(Sladeczek et al., 1985) y mas 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 expresion 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
activacion de la hidrolisis de fosfoinositidos 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 fisiologicas
de la activacion del grupo de receptores metabotropicos a glutamato. Estudios
subsecuentes utilizando este compuesto como agonista selectivo, revelaron diversos
efectos moduladores, como la inhibicién del post potencial hiperpolarizante (AHP) y la
inhibicién de la transmision sinadptica tanto excitatoria como inhibitoria en las neuronas
del hipocampo (Conn, 2003). Posteriormente estos efectos fueron asociados con la
activacion de otras vias acopladas a proteinas G (Conn y Pin, 1997) y de aqui su

clasificacion en tres grandes grupos. (Pin y Duvoisin, 1995).

En la actualidad se ha visto que uno de los efectos fisiologicos de los receptores
metabotropicos a glutamato es precisamente el de generar la reduccion de la
transmision sindptica excitatoria por medio de sus receptores situados a nivel
presinaptico (Schoepp, 2001). Como se mencioné en la introduccion, 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 podria estar jugando un papel muy
importante como autorreceptor e inhibir la liberacién de glutamato, ya que se sabe que
su localizacion es presinéaptica (Bradley et al., 1996) y muy cercana a los sitios de

liberacién 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 inhibicion de la transmision
sinaptica de glutamato en rebanadas de hipocampo. Gereau y colaboradores (1996)
determinaron que el grupo III actia como autorreceptor en la via lateral perforante y en
la via colateral de Schaffer, reduciendo la transmision sindptica de glutamato en
rebanadas de hipocampo. A su vez Vazquez y Sanchez-Prieto (1997), en un estudio con
sinaptosomas corticales describen que el L-APs reduce la liberacion de glutamato

estimulado con alto potasio, al igual que en terminales nerviosas de hipocampo
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estimuladas con 4-AP (Rodriguez-Moreno et al., 1998). También se ha visto que este
mismo compuesto induce una marcada reduccion en la frecuencia de las corrientes
postsinapticas excitatorias en las células piramidales de la region CA1 del hipocampo

(Gereau et al., 1995).

Lo anterior sugiere que los receptores metabotropicos del grupo III son los responsables
de la inhibicién de la liberacion de glutamato y por lo tanto de la proteccion contra la
muerte por excitotoxicidad inducidas por la 4-AP. El objetivo de este trabajo fue probar
esta hipotesis mediante el uso de antagonistas y un agonista de estos receptores en el
modelo experimental de la perfusion hipocampal de la 4 -AP y determinar el posible

efecto de los mGluR III como mediadores en la actividad sinaptica excitatoria.

Se utilizaron dos diferentes antagonistas, debido a que el MAPs aunque es uno de los
mas especificos, se sabe que bajo ciertas condiciones experimentales también puede
tener accion como agonista del grupo II, por lo que se decidié buscar un compuesto que
fuera mas especifico y que no tuviera accion en los otros grupos de receptores, lo cual
ocurrié con el MSOP (Pin y Acher, 2002). En cuanto al agonista L-APs, hasta el dia de
hoy es el compuesto que presenta mayor especificidad por el grupo IIl y tomando en

cuenta los resultados obtenidos, no fue necesaria la utilizacién de otro agonista.

La perfusién de los antagonistas MAPs y MSOP, en presencia del estimulo excitotéxico
con 4-AP, no solo revirtieron el efecto protector producido por el aumento en la
concentracion extracelular de glutamato generado por el PDC, sino que ademais

potenciaron las crisis epileptiformes, como lo demuestran las figuras 12, 14, 16 y 17.

De estos resultados se puede concluir que el bloqueo de los mGluR presindpticos del
grupo III tiene una participacion importante en el mecanismo del control de la liberacion
de glutamato en condiciones de hiperexcitabilidad. Esta conclusién fue confirmada al
utilizar el agonista especifico, L-APs, el cual al activar directamente a estos receptores
fue capaz de disminuir la concentracion de glutamato extracelular muy por debajo de

sus niveles basales, casi llegando a cero. Hasta donde sabemos, este es el primer

68



DISCUSION

hallazgo de disminucién de la concentracion extracelular de glutamato en un modelo

experimental in vivo, con agonistas de los mGluR.

Esta importante disminucién en el glutamato extracelular logré proteger a la mitad de
los animales de la induccién del estado epiléptico e incluso hubo animales que ni

siquiera mostraron crisis, como se observa en las figuras 18, 19 y 20.

Algo que llama mucho la atencion dentro de estos experimentos es la concentracion tan
elevada utilizada de L-APs. Como se mencioné 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 neurodegeneracion, ademas de

que fue muy clara la disminucién de glutamato (Figuras 10, 20 y 27).

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 localizacién en varias
regiones del cerebro, por ejemplo, los mGluR4 tienen mayor distribucién en el cerebelo
y los mGluR8 en el bulbo olfatorio, aunque ambos estan presentes en el hipocampo, se
ha reportado que es con muy baja expresién (Schoepp, 2001). Los mGluR7 tienen mayor
presencia en el hipocampo y en terminales presinapticas en sitios activos, pero la
afinidad que presenta tanto por el glutamato como por el L-APs; es muy baja
cémparada con los demas subtipos de receptores del mismo grupo (ver tabla 1), por lo
que para estos experimentos requerimos mayor concentracion del compuesto y ademas
como se menciond en el método, la eficiencia de la canula de microdialisis es alrededor
de un 10%, por lo que en realidad el agonista se perfundi6é a una concentraciéon 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 menciono en los antecedentes, existen multiples estudios que muestran que el

glutamato participa en la generacion de crisis epilépticas. La evidencia mas contundente
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que lo demuestra es, sin duda, el resultado obtenido con la aplicacién de antagonistas
para los diferentes receptores ionotrépicos 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 vitro (Perrault y
Avoli, 1991). Sin embargo, el uso clinico de estos farmacos no resulta ser del todo
satisfactoria, ya que producen casi en su totalidad la inhibicion de la transmision
sinaptica excitadora rapida, y con ello una gran cantidad de efectos secundarios como
sedacion, ataxia, pérdida o ganancia de peso o dan lugar a algun tipo de anemia (Lujan,
2005). Por este motivo la utilizacién de los mGluR podria desempefiar un papel central

en el control de la epilepsia.

Aunque no existe ningin agonista o antagonista de los mGluR en uso clinico para la
disminucion de ataques epilépticos, los modelos animales de epilepsia resaltan su gran
potencial. Ya estd comprobado que los agonistas de los receptores mGluR I son
convulsivantes y sus antagonistas son efectivos anticonvulsivos (Tizzano, et al., 1995).
Por su parte, los agonistas de los receptores mGluR II y III tienen actividad
anticonvulsivante (Moldrich et al., 2001; Gasparini et al., 1999), por lo que los mGluRs
podrian ser utilizados con fines terapéuticos en la patologia de la epilepsia. A este
respecto, en pacientes con epilepsia crénica del l6bulo temporal se ha descrito la
disminucién en la expresiéon de los mGluR II y III localizados en terminales
presinapticas de la capa molecular del hipocampo (Tang y Lee, 2001), asi como el
incremento en lz expresion de los mGluR I, lo cual podria facilitar el aumento en la
excitabilidad glutamatérgica (Tang et al., 2001c). Estos datos sugieren que existe una

fuerte participaciéon de los mGluR en condiciones patologicas.

Lo anterior indica que los mGluR podrian ser los nuevos blancos moleculares para las
enfermedades que involucran aumento o disminucién de la neurotransmision
glutamatérgica, como en el caso de la epilepsia. Sin embargo, aun falta disponer de

farmacos de alta potencia y selectividad que amplien el conocimiento de los mGluRs.
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En cuanto a la muerte neuronal en el hipocampo producida por el aumento de la
estimulacion de la liberacién de glutamato endégeno ha sido descrita en el trabajo de
Pena y Tapia (1999, 2000), en donde se demostré que el glutamato es determinante en la
neurodegeneracion producida por 4-AP, ya que en las concentraciones en las cuales se
detecta acumulacién de glutamato extracelular, se produce una intensa
neurodegeneracién en el hipocampo, misma que result6 ser dependiente de la dosis y
los antagonistas como el MK-801 y el CPP tienen una notable neuroproteccién (Pefia 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 proteccién contra la muerte y una vez maés
la fuerte relacion existente entre el incremento en la concentracion extracelular de

glutamato con la induccién de epilepsia y la neurodegeneracion.

Pocos estudios se han centrado en investigar la correlacién entre los ligandos de los
mGluRs y la neuroproteccion. Tizzano y su grupo (1995) han enfatizado la
neurodegeneracion vista después de la inyeccién intracerebral a dosis convulsivantes
de agonistas del grupo I, al igual que Camoén et al (1998) quienes muestran que dosis
proconvulsivantes del agonista DHPG induce pérdida neuronal severa en la region CA1
y CA3 del hipocampo, toxicidad que es comparable a la inducida por kainato (Camon,
et al., 2001). Sin embargo, ellos no utilizr;m antagonistas del grupo II o III para prevenir
las crisis epilépticas y la pérdida neuronal. Otros estudios, por su parte, si han reportado
neuroproteccion tanto in vivo como in vitro, utilizando justamente antagonistas del
grupo | y agonistas del grupo II y III (Movsesyan et al.,, 2001; Gasparini et al.,, 1999;
D’Onofrio et al., 2001), pero nunca haciendo una clara relaciéon entre glutamato,
epilepsia y muerte neuronal, tal y como se reporta en el presente trabajo.

A continuacion se describe de manera esquematica la interpretacion de los resultados

encontrados en el presente trabajo.
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Figura 28. Liberaciéon basal de glutamato Figura 29. Sobreactivacion del receptor NMDA

en una terminal sindptica glutamatérgica. por aumento en la liberaciébn de glutamato
inducido por la 4-AP en una terminal sindptica
glutamatérgica.

Figura 30. Activacion de los receptores
presinapticos metabotrépicos del grupo III debido
a la inhibicién de la recaptura de glutamato por
PDC.

En la figura 28 se representa la liberacion basal, en condiciones normales de glutamato
endbgeno, el cual después de liberado activa el receptor del tipo NMDA vy
posteriormente es removido de la hendidura sindptica por medio de sus

transportadores.
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En la figura 29 se esquematiza el aumento en el glutamato extracelular endégeno
liberado de la presinapsis producido por la 4-AP. En este caso se produce la activacién
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 concentracién de glutamato extracelular
aumenta en el espacio sinaptico por inhibicién de su recaptura, con PDC, no se
producen ni crisis ni dafio neuronal. Este glutamato liberado en exceso de otras regiones
cerebrales, es capaz de activar receptores presinapticos del tipo metabotropicos del
grupo III, los cuales se encuentran localizados en sitios muy cercanos a la liberacién de
glutamato. El resultado de su activacion es la inhibicién de la liberacién de glutamato y
este es uno de los mecanismos de protecciéon que se encienden en la via de sefializacion

de los receptores mGluR para contrarrestar la excitotoxicidad glutamatérgica.

IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de la liberacién de glutamato en nuestro modelo
experimental con 4 -AP en el presente trabajo podemos concluir que la activacion de los
mGluR Il presindpticos juegan un papel importante en la regulacion de la
excitotoxicidad provocada por el glutamato endégeno liberado por la 4 -AP, ya que el
agonista especifico logré proteger contra el dafio excitotéxico, mientras que los

antagonistas potenciaron los efectos.

X. PERSPECTIVAS

Los grandes avances de la biologia molecular que han proporcionado la identificacion
de los ocho subtipos de mGluRs, junto con el conocimiento detallado de su estructura,
localizacion 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 sefalizacion en condiciones fisiolégicas y mucho menos en condiciones

patologicas. En el caso de los mGluR II y III, de los cuales se sabe que al activarse
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inhiben la enzima adenilato ciclasa dando lugar a la disminucién de la formacién del
cAMP y por lo tanto a la reduccién de la actividad de la proteina cinasa A (PKA), no se
conoce el mecanismo exacto por el cual pueden reducir la liberacién de glutamato. Hay
evidencias que sugieren que este efecto se debe a la inhibicién de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje en las terminales sinapticas (Millan et al., 2002; Rusacov et al.,
2004), por lo que son necesarios otros estudios para conocer si la inhibicién de la
liberacion de glutamato por activaciéon de los mGluR III involucra un bloqueo en los

canales de Ca?*.

Estos resultados podrian sentar las bases para la comprension de la patogénesis en los
procesos de varias enfermedades neurolégicas y se abriria otra potencial estrategia
terapéutica. De aqui la importancia por conocer con mayor profundidad los mecanismos

moleculares que regulan la sefializacién de este grupo de receptores metabotrépicos.
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