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1. INTRODUCCION

1.1 Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral que forma parte del sistema limbico y esta
fuertemente involucrado con la formacién de nuevas memorias, particularmente las de
tipo espacial en la rata. El hipocampo en la rata se origina a la altura del nicleo septal del
cerebro medio y extiende por encima y por detrds del diencéfalo llegando a tener un
tamafio aproximado de 4mm de longitud. El hipocampo tiene una organizacién laminar en
donde la capa de neuronas piramidales se considera como la principal. Lorente de N6
dividio al hipocampo para su estudio en tres campos denominados cuernos de Ammodn o
CA asignados con los niumeros 1, 2 y 3 (CA1, CA2, CA3). La diferencia entre CA1 y CA3
radica en que las células piramidales de la regién CA3 reciben fibras musgosas del giro
dentado, pero no las células piramidales del CAl. En lo que respecta a CA2, su
diferenciacién no es muy clara ya que es una estrecha zona interpuesta entre CA3 y CAl
pero sabemos que a pesar de presentar cuerpos celulares largos semejantes a los de CA3,
no recibe inervacion de las fibras musgosas del giro dentado (Martin, 1998; Witter y

Amaral, 2004).

El hipocampo esta conectado con diversas estructuras, pero la principal via de entrada
procede de la corteza entorrinal a través de la via perforante que proyecta hacia el giro
dentado y hacia regiones de CA3 y CA1l. Otra via de entrada al hipocampo proviene del
septum a través de la fimbria férnix e inerva las regiones CA3 y CA1l, principalmente. La
principal via de salida hipocampal es a través del subiculum hacia areas corticales en
donde se incluyen la corteza entorrinal principalmente, y por la fimbria-férnix al septum,
al ndcleo acumbens, al complejo amigdalino y al hipotdlamo. Internamente, el hipocampo
se comunica través de tres vias principales: 1) la via perforante, que proyecta desde la
corteza entorrinal hasta las células granulares del giro dentado; 2) la via de las fibras
musgosas van del giro dentado hasta las células piramidales en la regién CA3 y 3) en el
area CA3 se origina la via colateral de Schaffer que llega hasta las células piramidales de la

region CA1 (Witter y Amaral, 2004).



Respecto a la neurotransmision hipocampal, estd ampliamente documentado que el
principal neurotransmisor es el glutamato; inclusive, se ha comprobado que los receptores
glutamatérgicos estan densamente localizados en las regiones hipocampales (Cotman et
al., 1987, Monyer et al, 1994). Adicionalmente al glutamato, existen otros
neurotransmisores que también ejercen su influencia en el funcionamiento hipocampal,
como en el caso de la acetilcolina proveniente del septum a través de la fimbria férnix, el
acido gamma amino butirico (GABA) liberado por los axones provenientes del septum y por
las interneuronas gabaérgicas residentes en el hipocampo, la noradrenalina proveniente
del locus coeruleus, la dopamina proveniente de las proyecciones neuronales del area

ventral tegmental y la serotonina desde los nucleos de raphé (Witter y Amaral, 2004).

1.2 Neurotransmisidn glutamatérgica

A pesar de que se sabe desde hace mds de 75 afios que el glutamato tiene efectos en el
Sistema Nerviosos Central (SNC), no fue sino hasta 1984 que se conocieron todas las
caracteristicas del glutamato para que se le considerara como un neurotransmisor

(Fonnum, 1984).

Como todos los aminoacidos, el glutamato tiene un extremo N-terminal y otro C-terminal.
El dominio C-terminal y el esqueleto de carbono que conforman al glutamato provienen
directamente del metabolismo de la glucosa. Después de la glucélisis, el acido pirtvico
entra al ciclo del &cido tricarboxilico que genera a-cetoglutarato, molécula que es
transaminada para recibir un grupo amino de algun aminoacido donador y formar
finalmente el glutamato. Es importante resaltar que, adicionalmente a su tarea como
neurotransmisor, el glutamato también funciona como un precursor metabdlico del GABA
y como componente de varias bases derivadas de los aminoacidos, como es el caso del

antioxidante enddgeno glutatién (Hassel y Dingledine, 2006).

En una sinapsis glutamatérgica, el glutamato citosdlico entra a la vesicula sindptica a través

de los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT) (Takamori, 2006). Los VGLUT son



antiportadores multiméricos protén/glutamato y hasta ahora se han clonado 3 tipos de
estos. VGLUT1 y 2 estdn expresados principalmente en neuronas glutamatérgicas, mientras
que el VGLUT3 ha sido detectado en neuronas de tipo GABAérgico, colinérgico vy
monoaminérgico, aunque su funcidn en estas neuronas no glutamatérgicas alun es incierta
(Fremeau et al., 2004). Interesantemente, VGLUT1 Y 2 también estan expresadas en las
células gliales y participan en la liberacion de glutamato mediada por astrocitos

despolarizados (Bezzi et al., 2004; Montana et al., 2004).

La liberacidon del glutamato de las vesiculas sindpticas hacia el espacio sindptico es un
proceso dependiente de calcio y mediado por el complejo de proteinas SNARE (Hassel y
Dingledine, 2006). Una liberacion de glutamato exacerbada resultaria en altas
concentraciones de glutamato en el espacio sindptico lo que provocaria una
sobreactivacion de los receptores a glutamato, generando asi el proceso conocido como

excitotoxicidad, del cual se hablara ampliamente mas adelante.

El glutamato es removido del espacio sinaptico y transportado hacia el citosol, en contra de
su gradiente de concentracion, a través de los transportadores de aminodcidos excitadores
(EAAT) que se encuentran localizados principalmente en procesos astrociticos en la
sinapsis. Cinco de estos EAATs han sido identificados hasta ahora (O'Shea, 2002). EAAT1 se
encuentra localizado abundantemente en la neocorteza y el cerebelo, pero se presenta
Unicamente en los astrocitos. EAAT2 es el transportador principal en el prosencéfalo, se
expresa principalmente en estrocitos y en menor medida en las neuronas. EAAT3 es
especifica para neuronas y esta presenta en gran cantidad en las terminales presinapticas
de tipo GABAérgico. EAAT4 sélo ha sido detectado en las dendritas cerebelares de las
neuronas de Purkinje. Finalmente, EAATS5 estan especificamente localizados en retina
(Zheng et al., 2008). Una vez en el citosol, la glutamina sintetasa, enzima especifica de los
astrocitos y los oligodendrocitos, convierte el glutamato en glutamina. A continuacidn, la
glutamina sale de los astrocitos y llega a las neuronas a través de los transportadores a

glutamina presentes en las células gliales (SN) y neuronas (SA). La entrada de una molécula



de glutamina se ve acompafiada de la salida de 2Na® y la entrada de 1H". Ya en las
neuronas, la enzima mitocondrial glutaminasa convierte la glutamina en glutamato para su

consecuente almacenamiento dentro de las vesiculas sindpticas (Hassel y Dingledine, 2006)

(Figura 1).
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Figura 1.- Representacion esquematica de una sinapsis glutamatérgica. La terminal nerviosa contiene
vesiculas sindpticas con sus respectivos transportadores vesiculares (punto rojo), mitocondrias (azul) con
glutaminasa (punto amarillo), receptores metabotrépicos a glutamato (mGlu-R), transportadores de
glutamato (EAAT2) y glutamina (SA). La membrana postsindptica tiene rceptores ionotrépicos (AMPA y
NMDA) y metabotrdpicos, asi como transportadores de glutamato (AEET3 y EAAT4). Rodeando la sinapsis hay
prolongaciones astrociticas que tienen transportadores a glutamato (EAT1 y AAT2) y glutamina (SN),
rceptores a glutamato e incluso, vesiculas con glutamato. Glu, glutamato; GlIn, glutamina; EAAT,
transportador de aminoacidos excitadores; AMPA-R, receptor tipo AMPA; NMDA-R, receptor NMDA, mGlu-R,
receptor metabotrdpico a glutamato, SA y SN, sistema de transporte tipo Ay N (para glutamina). (Modificado
de Hassel y Dingledine, 2006).

Actualmente, se conocen varios tipos de receptores a glutamato. De acuerdo a su
mecanismo de transduccién, existe una clasificacion general que los divide en dos familias:

los receptores del tipo ionotrdpicos y los metabotropicos.



Receptores ionotropicos a glutamato (iGIluR)

Los iGIuRs operan por apertura de canales catidnicos que permiten el paso selectivo de
iones sodio (Na*), potasio (K*) o calcio (Ca*?), por lo que se encuentran involucrados en la
neurotransmision rapida del cerebro, debido a que el paso de estos iones por el canal
produce la despolarizacién de las neuronas. Dentro de esta familia se han descrito dos
subfamilias en funcion del agonista que los activa 1) los receptores NMDA que reconocen
al N-metil-D-aspartato (NMDA) y 2) y los receptores no-NMDA que reconocen al kainato

y/o al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico (AMPA).

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 unién a ligandos que influencian la apertura del canal.
Uno de ellos es el que reconoce a la glicina, que cuando se encuentra unida al receptor,
facilita la apertura del canal debido a la unidn del glutamato, por ello se considera a la
glicina como un co-agonista obligatorio. 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 y por otro lado, si se
encuentran a concentraciones mayores inhiben la activacién del receptor (Dingledine y
Bennett, 1994). Otro sitio reconoce al MgJ'2 gue actla como inhibidor cuando se
encuentra unido. El bloqueo que ejerce este ion se debe a que su sitio de unidn se
encuentra dentro del canal y su desprendimiento depende del voltaje, por lo que cuando
se despolariza la membrana el canal 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+2, éste ejerce un bloqueo independiente del voltaje
(Dingledine y Bennett, 1994). Existen también algunos sitios importantes en los cuales la
actividad del receptor puede ser modulado por el mecanismo de fosforilacién, éste
proceso es reversible pero puede ocasionar cambios prolongados en los procesos en los

que se encuentra involucrado (McDonald et al., 1998).



El receptor NMDA esta formado por cuatro subunidades: La NR1 con ocho isoformas, la
NR2 con cuatro subunidades (A, B, Cy D) y la NR3 con dos subunidades (Ay 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 electrofisioldgicas y farmacolégicas, lo que determina diferencias en
afinidad hacia sus agonistas o la sensibilidad a sus antagonistas, la cinética de las
respuestas, la permeabilidad a iones y la sensibilidad al bloqueo por Mg2+ (Nakanishi,
1992). De entre los agonistas mds usados se tiene al propio NMDA vy el aspartato, y los

antagonistas al 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*. Se encuentran compuestos
por cuatro subunidades (GluR1-4) que pueden formar complejos homoméricos o
heteroméricos (Wenthold y Roche, 1998). La permeabilidad catidnica de los receptores
AMPA esta determinada por la seleccion de subunidades, ya que los canales que carecen
de la subunidad GIuR2 si son permeables al Ca** (Hollman et al., 1991). De entre los
agonistas mas usados tenemos al propio AMPA y al quiscualato, y entre los antagonistas
podemos mencionar a la 6, 7-dinitro-quintro-quinoxalina-2, 3-diona (DNQX) y la 6-ciano-

7-nitro-quinoxalina-2, 3-diona (CNQX).

Los receptores tipo kainato son selectivamente permeables al Na* y al K*. Se encuentran
formados por cuatro subunidades ensambladas en homo o heterodimero de las
subunidades GIuR5-7 con baja afinidad por el kainato vy las subunidades KA1 y 2 con alta
afinidad. A pesar de estar ampliamente distribuidos en el SNC, estos receptores son
menos abundantes que los AMPA. Y sin embargo, entre ambos tipos de receptores hay
similitudes farmacoldgicas por lo que en ocasiones se les menciona como receptores

AMPA/kainato (Wenthold y Roche, 1998) (Figura 2).
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Figura 2.- Los receptores a glutamato se clasifican en ionotrépicos y metabotrépicos segiin su mecanismo de
accion. Dentro de los receptores ionotropicos tenemos a los receptores tipo NMDA (NMDA-R)
principalmente permeables a calcio, los receptores tipo AMPA (AMPA-R) y kainato (KAINATO-R) que
permean principalmente sodio y potasio. Los receptores metabotrépicos a glutamato (mGIu-R) se
subdividen en 3 grupos (1, Il, ) y estan acoplados a sus respectivas proteinas G heterotrimérica que regulan
la actividad de la adenilato ciclasa (AdC) y la fosfolipasa C (PLC). En la imagen se muestran las subunidades
que conforman a cada uno de estos receptores glutamatérgicos.

Receptores metabotropicos a glutamato (mGIuR)

Los mGIuR son proteinas integrales de membrana formados por una Unica cadena
polipeptidica con 7 dominios transmembranales. Estan acoplados a proteinas G
heterotriméricas y operan por la generacidon de segundos mensajeros, regulando asi la
actividad de enzimas de membrana y canales idnicos. De esta manera los receptores
mGIuR son quienes median la actividad sindptica excitadora lenta, pero prolongada, en el

SNC (Pin y Acher, 2002).



El grupo de receptores metabotrépicos a glutamato estad constituido por ocho subtipos
(mGIuR1-8) y varias isoformas, subdivididos en tres grandes grupos de acuerdo a la
homologia de su secuencia de aminoacidos, a los mecanismos de transduccién de sefales
y a sus propiedades farmacolégicas: mGIluR I, mGluR Il y mGIuR Il (Pin y Duvoisin, 1995).

El grupo | (mGIuR1 y mGIuR5) se localizan mayoritariamente a nivel postsindptico en
cuerpos celulares, troncos dendriticos y espinas dendriticas. Este tipo de receptor estd
acoplado a la proteina Gq la cual esta positivamente ligado a la fosfolipasa C (Cartmell y
Schoepp, 2000). El grupo Il (mGIuR2 y mGIluR3) se encuentran primordialmente localizado
en glia y en sitios pre y postsindpticos alejados de las zonas activas (Neki et al., 1996;
Petralia et al., 1996). El grupo lll (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIluR8) tienen su
localizacion mayoritariamente en la region presinaptica de terminales axdnicas en sitios
de liberacion de neurotransmisores (Shigemoto et al., 1996; Bradley et al., 1996). Estos
dos grupos de receptores (mGIuR Il y lll) se encuentran acoplados a la proteina G; que

inhibe la actividad de la adenilato ciclasa.

1.3 Excitotoxicidad y neurodegeneracion

La concentracion citoplasmatica de Ca* en las neuronas en estado de reposo es mantenida
en niveles bajos [=100 nM] aproximadamente 10,000 veces menor que la del medio
extracelular. Para asegurar esto las neuronas poseen mecanismos homestaticos
especializados como son la regulaciéon de la entrada y salida de Ca*™, la quelacién por
proteinas de capturan calcio, almacenamiento en la mitocondria y el reticulo
endopldsmico, asi como la remocién de este idn por medio de las Ca*’-ATPasas. En
condiciones fisioldgicas, el Ca*™ participa como mensajero intracelular en muchas funciones
celulares como son el crecimiento celular, diferenciacién, transduccién de sefales,
regulacién de la excitabilidad membranal, exocitosis y la actividad sindptica. Por su parte,
el glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC, y juega un papel muy
importante en el desarrollo neuronal, la plasticidad sinaptica y procesos cognitivos (Suzuki

et al., 2006).
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Se pueden presentar elevadas concentraciones de glutamato extracelular cuando la
liberacion de glutamato de las terminales sindpticas estd aumentada o la recaptura en la
hendidura sindptica es insuficiente y también puede resultar de la liberacién del contenido
intracelular de glutamato de neuronas dafiadas. Este incremento de glutamato en la
hendidura sindptica lleva a la sobreactivacién de los receptores glutamatérgicos. En este
punto, la entrada excesiva de Ca* al citoplasma, aunado con su salida de los reservorios
intracelulares exceden la capacidad de los mecanismos celulares encargados de la
homeostasis del calcio e inicia el proceso excitotdxico. El concepto de “excitotoxicidad” fue
propuesto por Onley en 1969 y lo describe como un efecto toxico de una activacién
excesiva o prolongada de los receptores a aminoacidos excitadores ((Lau y Tymianski,
2010; Wang y Quin, 2010). En la actualidad, sabemos que los receptores a glutamato son
los mediadores del proceso excitotéxico, siendo reconocido que los receptores de tipo

ionotrdpicos juegan un papel central (Choi, 1998).

En el proceeso excitotoxico, la excesiva elevacién de Ca*? activa diversas enzimas como
proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas, provocando alteraciones en proteinas,
lipidos, membranas y acidos nucleicos. Adicionalmente, el incremento intracelular de Ca*?
estimula la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
mediante la activacién de la sintasa del 6xido nitrico (NOS) responsable de catalizar la
produccién del éxido nitrico (NO’). En estas condiciones la xantina deshidrogenasa es
convertida a xantina oxidasa debido a la activacién de proteasas, y como consecuencia, la
conversidn incrementada de hipoxantina y xantina a acido Urico por medio de la xantina
oxidasa da lugar a la produccién del radical superéxico (O,”). EIl NO' reacciona rapidamente
con el O,” dando lugar al peroxinitrito (ONOO’) que puede descompone en el radical de
oxigeno mas reactivo, el hidroxilo (‘OH). Por otro lado, la dismutacién del O, por la
superoéxido dismutasa (SOD) produce peréxido de hidrégeno (H,0,), molécula que puede
descomponerse en presencia de Fe'? en el ‘OH a través de la reaccion de Fenton.

Asimismo, se puede dar la reaccién entre el O, y el H,0, resultando en la formacién de

mas ‘OH. Todas esta cadena de reacciones, lleva a la célula al estado de “estrés oxidante”

11



definido como el desequilibrio en la produccién de ROS y las defensas antioxidantes
enddgenas, generando una concentraciéon de radicales libres por encima de los niveles
normales. Dada su alta reactividad, la produccién aumentada de ROS puede desencadenar
la degradacién oxidativa de lipidos de membrana, el dafio a enzimas, otras proteinas y
acidos nucleicos, generando asi una serie de eventos dafinos hacia la estructura y funcion

celular (Andersen, 2004; Mattson, 2007; Halliwell, 2006) (Figura 3).
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Figura 3.- Representacién esquematica de los procesos bioquimicos que participan en el mecanismo de
excitotoxicidad en una sinapsis glutamatérgica. La sobreactivacion de los receptores a glutamato genera un
incremento exacerbado en la concentracion de calcio intracelular. Este proceso conocido como
excitotoxicidad permite la activacion de enzimas dependientes de calcio como lipasas, proteasas y nucleasas
que dafardn a diversas estructuras celulares. También pueden activarse enzimas como la sintasa del éxido
nitrico (NOS), lo que favorecerd la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos eventos causaran
dafio a la estructura y funciones metabdlicas mitocondriales viéndose afectado el potencial de membrana
mitocondrial, la cadena transportadora de electrones y, consecuentemente, la produccién de ATP atrav’s de
la fosforilacién oxidativa.
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Cabe destaca que el hipocampo es particularmente vulnerable al proceso excitotdxico
debido a la densidad de neuronas glutamatérgicas que lo conforman, y ademas es muy
propenso al daino por el estrés oxidante como consecuencia de su alto grado de gasto
energético y demanda de oxigeno. De hecho, se propone que la excitotoxicidad pudiera ser
la responsable de la muerte neuronal que se presenta en diversos padecimientos
neurolégicos y en algunas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (Tovar-y-Romo y Tapia 2007; Wang y Quin, 2010
Lau y Tymianski, 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 La 4-aminopiridina como modelo de excitotoxicidad

La 4-AP (4-AP) es un bloqueador de amplio espectro de los canales de K* que suprime
preferentemente a las corrientes transitorias de K*. Esta actividad de la 4-AP hace que se
prolongue la fase despolarizante del potencial de accion e induce disparos repetitivos de
las neuronas. Debido a estas caracteristicas, la 4-AP ha sido ampliamente utilizada como
agente farmacoldgico en diverso estudios sobre los canales de K', mecanismos

epileptogénicos y plasticidad sinaptica (Thesleff, 1980).

En nuestro laboratorio se ha trabajado durante varios afios con la 4-AP en experimentos
con ratas anestesiadas. En estos experimentos se ha demostrado que la administracion
intrahipocampal de [4-AP] = 35 mM estimula la liberacidn de glutamato de las terminales
sindpticas, induce de forma casi inmediata actividad epileptiforme en el registro
electroencefalogréfico (EEG) con [4-AP] > 3.5 mM, y de forma tardia produce
neurodegeneracion en las regiones CA1 y CA3 con [4-AP] 2 17.5 mM. Se ha comprobado
gue la neurodegeneracion inducida por la 4-AP es un proceso dependiente del calcio, ya
qgue el uso del quelante de calcio como el BAPTA-AM previene la muerte de las neuronas
en el hipocampo. Ademads, se ha comprobado que los efectos generados por la 4-AP son
mediados por la sobreactivacién de los receptores a glutamato, particularmente de los tipo
NMDA, ya que se el uso de antagonistas de este receptor previene de los efectos tdxicos de
la 4-AP (Morales-Villagran et al., 1996; Pefia y Tapia, 1999, 2000; Ayala y Tapia, 2003,
2005).

Con estos antecedentes se demuestra que la 4-AP puede ser utilizada como un modelo
farmacoldgico de excitotoxicidad dependiente de glutamato. Sin embargo, cabe sefialar
que el uso de anestésicos durante la administracion de 4-AP pudiera interferir en los
resultados, de ahi que es preferible el uso de 4-AP en animales despiertos (Ramirez-

Munguia y Tapia, 2003; Nishikawa y Maclver, 2000).
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2.2 La mitocondria en el proceso excitotdxico

La mitocondria no sélo es un organelo que produce ATP a través de la fosforilacion
oxidativa, sino ademads, es un importante regulador de la homeostasis de Ca* intracelular y
también es un organelo productor de ROS. Estas tareas, especialmente su actividad como
reservorio de Ca*?, representa un gran riesgo para la integridad estructural y metabdlica de

este organelo, lo cual puede llevar a las células hasta la muerte (Atlante et al., 2001).

Se ha demostrado que la exposicién a altas concentraciones de glutamato resulta en una
pérdida del potencial de membrana mitocondrial como consecuencia de su capacidad para
almacenar Ca* En comparacion con la estimulacién con kainato o cloruro de potasio, la
activacién de los receptores NMDA induce una mas rapida captura de Ca*? por parte de la
. . . +2 . . .
mitocondria. Este hecho sugiere que el acceso de Ca™* a la mitocondria posterior a la
estimulacion de los receptores NMDA pudiera deberse a la proximidad de las mitocondrias
a estos receptores en comparacién con otras rutas de entrada de Ca*? (Peng y

Greenamyre, 1998).

Por lo tanto, cuando se presenta el proceso excitotéxico se atenua el potencial de
membrana mitocondrial y, consecuentemente, se afecta la respiracion mitocondrial que
da como resultado un incremento en la produccion del anidén superdxido el complejo 1l
mitocondrial y una disminucidn en los niveles de ATP; ademas se facilita la apertura del
poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial y se liberan proteinas
mitocondriales pro-apoptoticas que conducen a la fragmentacion/condensacién del DNA y
finalizan con la muerte celular (Ankarcroma et al., 1995; Nicholls et al., 1999; Nicholls y
Ward, 2000; Ward et al., 2000). Por lo anterior, la mitocondria es considerado el mediador

principal de la muerte neuronal causado por el proceso de excitotoxicidad.
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2.3 Sustratos energéticos y neuroproteccion

Como se menciond en paginas anteriores, se ha propuesto que la deficiencia en la funcidn
mitocondrial es uno de los mecanismos mediante los cuales el proceso excitotdxico induce
muerte neuronal. A pesar de que el efecto de los sustratos energéticos sobre la
neurodegeneracién inducida por el proceso excitotdxico en modelos in vivo en las regiones
hipocampales se ha estudiado y publicado en una baja proporcion; sigue resultando de
gran interés su estudio, ya que nos permite conocer las implicaciones energéticas en el
proceso excitotdxico, ademas de que da paso a la propuesta de nuevas estrategias de
neuroproteccion para enfermedades donde el proceso excitotoxico y el metabolismo

energético celular se ven involucrados.

Se han propuesto diversos mecanismos a través de los cuales los a-cetoacidos, como el
piruvato y lactato, logran proteger a las neuronas del proceso excitotoxico. Se demostrd
gue en cultivos de neuronas estriatales expuestas a H,0, durante 30 min, el piruvato
previene la muerte neuronal principalmente por la capacidad que tienen los a-cetodcidos
para neutralizar al H,O, a través de una descarboxilacién no enzimatica, y no por favorecer
el metabolismo energético. Se llegd a esta conclusién después de observar que el a-
cetobutirato, que no es un sustrato energético, logra proteger en la misma proporcién a
estos cultivos neuronales; por el contrario, el lactato, un sustrato energético muy bien
asimilado por las neuronas, no protege del dafio producido por el H,0, (Desagher et al.,
1997). Trabajando con células humanas de neuroblastoma SK-N-SH se encontré que el co-
tratamiento con piruvato disminuye la muerte inducida por la incubacién con H,0,. De
hecho, la co-incubacién de piruvato a concentraciones 21 mM en el medio de cultivo
previene totalmente del efecto citotéxico del H,0,. En este trabajo se poya la hipétesis de
gue el piruvato tiene actividad citoprotectora debido a su capacidad antioxidante, ya que
protege del dano celular a pesar de ser adicionado al medio de cultivo 2 h después de
haberlo enfrentado al insulto citotoxico. Adicionalmente, se determind que el piruvato

logra disminuir la produccién del anién superéxido en mitocondria y asi logra mantener el
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potencial de membrana mitocondrial favoreciendo indirectamente la produccion

energética (Wang et al., 2006) (Figura 4).

R-COCOOH+H,0, — R-COOH+CO,+H,0

Figura 4.- Reaccion de descarboxilacion no enzimatica de los a-cetodcidos al neutralizar al H,0,.

La liberacién de una gran cantidad de glutamato al espacio extracelular contribuye a la
muerte neuronal durante la isquemia cerebral. Utilizando cultivos de neuronas estriatales
de ratdn, se observd que la privacién de glucosa semejante a lo que ocurre en la isquemia
cerebral, incrementa la neurotoxicidad inducida con AMPA y NMDA. La adicién de piruvato
y lactato, protegieron en gran medida de los efectos neurotoxicos. El efecto protector del
piruvato, que es mas grande en ausencia de glucosa, no se asocid a la actividad de esta
molécula para neutralizar al H,0,. De hecho, el piruvato y el lactato lograron mantener los
niveles de ATP neuronal durante el proceso excitotdxico, indicativo de que su probable
mecanismo de accién es a través de la estabilizacion del metabolismo energético celular
(Maus et al., 1999). Apoyando esta propuesta, lzumi y Zorumski (2010) reportan que la
incubacién de rebanadas del hipocampo de rata con NMDA disminuye significativamente
los niveles de ATP e inhibe gradualmente la actividad de la enzima glucolitica
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (G3PDH). Sin embargo, la adicién de piruvato al
medio de cultivo logra mantener los niveles normales de ATP y la actividad de la G3PDH,
previniendo asi del dafio neuronal y resaltando una vez mdas la posibilidad del uso del

piruvato como sustrato energético para combatir el dafo excitotéxico.

Adicionalmente a la actividad antioxidante y de sustrato energético de los a-cetodcidos, se
han propuesto otros mecanismos de accidon a través del cual logran proteger del dafio
excitotoxico. Miao et al., (2011) reportan que el piruvato previene la muerte neuronal
inducida por glutamato en cultivos mixtos de neuronas corticales y astroglia de rata, y no
asi en cultivos neuronales puros. Esto indica que el mecanismo de proteccién del piruvato

implica la regulacién a la alta de la sintesis del antioxidante enddgeno glutatién en los
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astrocitos, ayudando asi a disminuir el estrés oxidante que acompafia al proceso

excitotdxico y disminuyendo de esta forma el dafio neuronal.

Un grupo de sustratos energéticos cuya actividad neuroprotectora ha sido ampliamente
divulgada en los ultimos afios es la de los cuerpos cetdnicos: cetona, acetoacetato (ACAC) y

B-hidroxibutirato (BHB); éste ultimo puede ser oxidado por la célula a ACAC (Figura 5).

O
0 o 9 H oo
Il Il -
C CanrC o HC~ e, ©
-~ -~ / ch
H,C™ "CH, H,C™ "CH, © O
Acetona Acetoacetato B-Hidroxibutirato

Figura 5.- Estructuras quimicas de los cuerpos cetdnicos presentes en el organismo humano.

Las principales cetonas en el organismo, el ACAC y el BHB, han mostrado una clara
proteccion de la viabilidad neuronal en modelos de hipoxia, isquemia y otros modelos de
degeneracion neuronal que involucran al proceso excitotdxico (Dardzinski et al. 2000;
Kashiwaya et al. 2000; Suzuki et al. 2001; Veech, 2004; Maalouf et al.,, 2007, 2008).
Incluso, la molécula NTX-0101 (polimero sintético del BHB) ha dado muy buenos
resultados en ensayos clinicos al disminuir el dafo cognitivo en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer (Smith et al., 2005). Ademas, la molécula conocida como Axona
(ACC-1201), un suplemento alimenticio que se metaboliza a cuerpos cetdnicos, ha sido
aprobada recientemente por la Food and Drug Administration en Estados Unidos para el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en etapas tempranas.

Al igual que en el caso de los a-cetoacidos, aun no es claro el mecanismo de accién de los
cuerpos cetdnicos para proteger a las neuronas de procesos citotéxicos donde la
excitotoxicidad y el estrés oxidante intervienen de manera importante. Por un lado se
propone que los cuerpos cetdnicos logran favorecer la respiracién mitocondrial y Ila
produccién energética al actuando como sustratos energéticos. Por otro lado, se propone

gue es su actividad antioxidante la responsable del efecto protector. Inclusive, se ha
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propuesto que los cuerpos cetdnicos promueven la regulacién a la alta de genes que
promoverian la supervivencia celular como Bcl2 o logran disminuir la excitabilidad
neuronal al incrementar la expresion y actividad de la GABA-transaminasa (Noh et al.,

2006; Cheng et al., 2007; Maalouf et al., 2007; Suzuki et al., 2009; Kim et al., 2010).

En estudios in vivo se demostrd que la inyeccidn intravenosa de L-BHB disminuye la lesién
estriatal y la lipoperoxidacidon generadas por glutamato (Mejia-Toiber et al., 2006). Este
mismo grupo de trabajo demuestra que la actividad antioxidante de los cuerpos ceténicos
no es el mecanismo principal a través del cual protegen a las neuronas, ya que el uso del
isdmero metabdlicamente inactivo pero con actividad antioxidante, L-BHB, no protege en

la misma proporcién que su isomero metabdlicamente activo D-BHB (Haces et al., 2006).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las mitocondrias juegan un papel importante en la respuesta de las neuronas a la
extimulacion excitotdxica. Es relevante conocer la importancia de la participacion de estos
mecanismos en la degeneracion de las neuronas para poder preservar la funcién
mitocondrial y evitar el estrés oxidante en enfermedades en las que la excitotoxicidad esté

contribuyendo a la neurodegeneracion.

Considerando que la 4-AP logra desencadenar un proceso excitotoxico resultado de una
transmisién glutamatérgica exacerbada y conducir a las neuronas a la neurodegeneracién,
se propone que la facilitacién de sustratos energéticos como el piruvato, BHB, a-KG y
ACAC pudieran mantener el funcionamiento mitocondrial y disminuir los efectos
colaterales de una falla energética, disminuyendo asi la neurodegeneracion producido por

la 4-AP.

4. HIPOTESIS

El proceso excitotéxico inducido por la administracién de 4-AP en el hipocampo
produce, entre otras cosas, una deficiencia de la funcién mitocondrial y trastorno del
metabolismo energético, asi como la generacion de ROS. Estos dos mecanismos
participan de manera importante en la muerte de las neuronas en el hipocampo

inducida por la 4-AP.

El déficit en la funcion mitocondrial resultara en una disminucién en la produccién de
ATP, lo cual es parcialmente responsable de la muerte neuronal; por lo que la facilitacién
de sustratos energéticos como piruvato, BHB, a-KG y ACAC puede contribuir al
restablecimiento de la produccion energética, y por lo tanto, mantener la homeostasis
del calcio y disminuir asi la neurodegeneracién. Ademas, la capacidad antioxidante de
los sustratos administrados podra contribuir a disminuir el estrés oxidante y favorecera

la proteccion contra la neurodegeneracion.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si el piruvato, BHB, a-KG y ACAC son capaces de proteger de la
neurodegeneracién provocada por la administracién de 4-AP en el hipocampo de ratas

despierta.

Objetivos particulares

= Determinar el efecto de la administracién de 4-AP en el hipocampo de ratas
despiertas sobre la actividad EEG a través de su registro con electrodos de campo.

= Establecer el efecto de la 4-AP sobre la concentracién de glutamato extracelular en
el hipocampo de ratas despiertas a través de un analisis por HPLC.

= Determinar si existe algun efecto de los sustratos energéticos (piruvato, BHB, a-KG
y ACAC) sobre la actividad convulsivante de la 4-AP, a través del andlisis conductual
y registro EEG de ratas en libre movimiento.

= Conocer el efecto del piruvato, BHB, a-KG y ACAC sobre la degeneracién neuronal

en hipocampo inducida con 4-AP en ratas despiertas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (220-240 g) procedentes del Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Previamente al los experimentos las ratas fueron
alojadas en el vivario de la misma institucién y se mantuvieron en jaulas de acrilico
transparente, con agua y alimento ad libitum, temperatura de 24 °C, humedad del 50% v

un ciclo de luz-oscuridad de 12Hr.

Todos los procedimientos descritos en este trabajo se realizaron siguiendo los
lineamientos de la Guia para el Cuidado de los Animales de Laboratorio de los Institutos

Nacionales de Salud.

6.2 Cirugia para el implante

Las ratas fueron anestesiadas con isofluorano (0.5-2.0%) en una mezcla de carbdgeno (O,
al 95% y CO; al 5%) y fueron colocadas en un aparato estereotdxico para pequefios
roedores. Una vez anestesiadas, se realizd un corte de piel para exponer el craneo y se
colocaron 2 tornillos a nivel de la corteza parietal que funcionaron como electrodos en el
registro EEG. Posteriormente, se hizo un trépano para la colocacién de la canula guia en el
hipocampo dorsal izquierdo con coordenadas anteroposterior -3.6mm, lateralidad +2.4 y
ventral -1.6 a partir de Bregma (Paxinos y Watson, 2007). Finalmente, se utilizé acrilico

dental para fijar al craneo los electrodos y la canula guia.
Para permitir que el tejido se recuperara de los dafos mecanicos ocasionado por la

manipulacion durante la cirugia estereotdxica, el experimento se llevd a cabo 5 dias

después de haber implantado la canula.
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6.3 Registro electroencefalografico (EEG)

El registro EEG se llevd a cabo con el objetivo de monitorear la actividad eléctrica en la
corteza parietal que, segln nuestros antecedentes, refleja la misma actividad eléctrica
que el hipocampo (Pefia y Tapia, 1999). Para realizar el registro EEG los electrodos
implantados se conectaron a un poligrafo marca GRASS con filtros de baja y alta
frecuencia de 3 y 100Hz, respectivamente. Todo el registro se llevd a cabo en papel para

su posterior analisis.

6.4 Analisis conductual
Durante el registro EEG se observd y registré en papel el efecto conductual producido por

los diferentes tratamientos farmacolégicos utilizados en este trabajo.

6.5 Microdialisis

La microdialisis se llevd a cabo simultdaneamente con el registro EEG. Para ello, se coloco
dentro de la canula guia una canula de microdialisis (CMA/12 Stockholm, Sweden, 2 mm
de longitud x 0.5 mm de didmetro) previamente lavada con agua destilada durante 10 min

a un flujo de 10 pl/min.

Durante un periodo de estabilizacién de 60 min se perfundié continuamente en el
hipocampo una solucion Krebs-Ringer (NaCl [118 mM)], KH,PO4 [1.2 mM] ,KCI [4.7 Mm],
MgSQ, [1.18 mM], NaHCO; [25 mM], glucosa [10 mM], CaCl, [2.5 mM] a un pH de 7.4) a
una flujo de 2 pl/min, mediante una microjeringa montada en una bomba de
microinyeccién (CMA/100, Carnegie, Sweden). Después del periodo de estabilizacién se
inicid la colecta continua de 8 fracciones de microdialisis cada una de 25ul en 12.5 min, a
menos que se indique lo contrario. Las primeras 4 fracciones colectadas sirvieron para
determinar los niveles basales de glutamato. Durante la quinta y sexta fraccién se
administré 4-AP [7mM] disuelta en medio Krebs-Ringer, reduciendo la concentracion de
NaCl para mantener la osmolaridad y ajustando el pH a 7.4. Finalmente se perfundié

solucién Krebs-Ringer durante las uUltimas 4 fracciones de microdialisis.
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Los cuatro sustratos energéticos usados en este proyecto fueron el piruvato [20 mM], a-
cetoglutarato (a-KG) [20mM], L- y DL-BHB [20 y 50 mM] y ACAC [20 mM]. Las
concentraciones a utilizar fueron seleccionadas en base a trabajos previos en nuestro
laboratorio (Corona y Tapia, 2007; Santa-Cruz, 2009). Cada sustrato energético por
separado se perfundid a través de la canula de microdialisis desde la estabilizacién hasta
completar las 10 fracciones. En cada caso, se modificd la concentracién de NaCl para
mantener la osmolaridad y se ajusté el pH a 7.4. Cabe mencionar que en cada grupo
experimental siempre se procurd contar con un animal como control positivo usando 4-AP
[7 mM]. Asimismo se evaluaron los respectivos grupos controles (Krebs-Ringer o sustrato

energético solo).

6.6 Analisis histoldgico

Veinticuatro horas después de realizar el experimento, los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sédico para ser perfundidos intracardiacamente con 250 ml de solucidn
salina al 0.9%, seguidos de 250 ml de formaldehido al 4% en buffer de fosfatos (0.1 M, pH
7.4). Terminada la perfusién, los cerebros fueron extraidos y colocados en formaldehido
durante un periodo de 24 h a 4 °C. Posteriormente se realizé la deshidratacidn del tejido al
colocarlos en soluciones de sacarosa al 10, 20 y 30%. A continuacion, se realizaron cortes
coronales seriados con un grosor de 40 um utilizando un criostato. Los cortes fueron
tefiidos con violeta de cresilo para confirmar la correcta localizacidon de la cdnula de
microdidlisis, asi como para el analisis de la morfologia neuronal. Sélo se consideraron
para este trabajo los resultados de animales que presentaron una correcta localizaciéon de
la cdnula en la regién CA1 del hipocampo dorsal izquierdo. El conteo de neuronas sanas,
identificadas como aquellas con un didmetro mayor a 15 um, citoplasma claro y
morfologia similar a la de las ratas control se llevd a cabo en las regiones CA1, CA2 y CA3
del hipocampo. El conteo neuronal se realizdé en un campo de 30,000 um2 con la ayuda del
sistema analizador de imagen (NIH Image 1.6). Todos los conteos neuronales fueron del
tipo ciego simple y al menos 3 cortes diferentes fueron analizados por cada animal de

experimentacion.
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6.7 Cuantificacion de aminoacidos

La cuantificacion de los aminoacidos se llevd a cabo en un sistema de cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) equipado con una columna ODS (25cm x 4mm i.d.) y
acoplado a un detector de fluorescencia como se describe en el trabajo de Massieu et al.
(1995). Los 25 ul colectados en cada fraccidn se mezclaron con un volumen igual de o-
ftaldialdehido (OPA) durante 3 min. Enseguida, ésta soluciéon fue inyectada en el
cromatografo 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 pl/min de 25% de acetato de potasio y
75% metanol. La deteccion se llevé a cabo por la medicidén de fluorescencia del derivado
de OPA a 330 nm de excitacion y 460 nm de emisidn. El andlisis cuantitativo del glutamato

se llevd a cabo por comparacién con un estandar de concentracion conocida.
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7. RESULTADOS

Los resultados que se presentan en este trabajo muestran los datos de grupos de animales
(n > 7 ratas) que fueron realizados a la par de un control positivo con 4-AP [7 mM].
Adicionalmente a los grupos que se presentan en las graficas, se realizaron grupos
controles para cada uno de los sustratos energéticos (perfusién intrahipocampal de
solucion Krebs-Ringer + sustrato energético). Ninguno de los grupos controles presentd

alteraciones en los parametros evaluados.

Registro EEG

En nuestro laboratorio se ha reportado que la actividad EEG de ratas en libre movimiento
presenta ondas de baja amplitud (Ramirez-Munguia et al., 2003). Este tipo de registro
coincide con el que se obtuvo en nuestros experimentos durante las fracciones basales de

todos nuestros grupos (Figura 6).

4-AP s bt W S sl e

+ piruvato . sl
[20 mM] b

+ a-KG
[20 mM]

+ DL-BHB i
[20 mM] ‘

+ L-BHB o
[20 mM]

+ DL-BHB  pdpmwismonomsstonanmtrscas o mbibpincs
[50 mM]

R AL ISP ———
[50 mM]

+ ACAC 4 PR oo
[20 mM]

+ MK-BOL  whkskgnahet puimimamopmionst | .

5s

Figura 6.- Trazos representativos en el registro EEG durante la recolecciéon de las fracciones de microdialisis
basales de ratas en libre movimiento.
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En cuanto se administré la 4-AP [7 mM] el registro EEG se modificd y se presentaron
descargas epileptiformes con una actividad hipersincrénica inicial, seguida por trenes de
espigas de alta amplitud que incrementan su frecuencia hasta el establecimiento del
estado epiléptico que se mantuvo hasta 2 h después de la perfusion de 4-AP. La co-
perfusidon de los sustratos energéticos con 4-AP no modificé los trazos del registro EEG

(Figura 7).
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Figura 7.- Trazos representativos en el registro EEG a los 20 y 60 min después de haber perfundido la 4-AP [7
mM)] en el hipocampo de ratas en libre movimiento. En el minuto 20 se presentan las espigas hipersincrénicas
caracteristicas de las crisis epilépticas y en el minuto 60 se observa un estado epiléptico establecido en todos
los grupos.
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Como se menciond anteriormente, la perfusidn intrahipocampal de 4-AP [7 mM] generd
crisis epilépticas en los animales (tiempo de latencia a la primera crisis 1940.7 min) hasta
establecerse el estado epiléptico (26£0.8 min). El MK-801 incrementé significativamente
la latencia para la primera crisis (2512.7 min) y retardé o previno el estado epiléptico
(41+1.6 min). Los grupos DL-BHB [20 mM], DL-BHB [50 mM], L-BHB [50 mm] y ACAC [20
mM] presentan un incremento significativo en el tiempo de latencia para el estado

epiléptico (33.7 £ 2.0,32.6 £1.3,33.1+ 1.6, 33.8 £ 2.0, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8.- A) Tiempo de latencia para la primera crisis epiléptica y B) el estado epiléptico inducido por la
perfusion de 4-AP [7 mM] en el hipocampo de ratas en libre movimiento. Los datos representan la media +
ES de un total de n > 7 animales por grupo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via, Tukey

post-hoc * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Al cuantificar el nimero de crisis epilépticas en el registro EEG podemos observar que
existen 3 grupos de sustratos: a) Aquellos que no modifican el nimero de crisis inducidas
con 4-AP [7 mM], B) los sustratos que retarda significativamente la llegada del estado
epiléptico y C) el grupo que retarda en gran medida o previene es establecimiento del

estado epiléptico (Figura 9).
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Figura 9.- NUmero de crisis epilépticas en el registro EEG. La eliminacidn de la linea que une a los puntos en la
grafica indica el inicio del estado epiléptico. Se observa la presencia de tres grupos de sustratos: GRUPO 1
(fondo color rosa) aquellos que no modifican el nimero de crisis inducidas con 4-AP [7 mM], GRUPO 2 (fondo

color verde) los sustratos que retarda significativamente la llegada del estado epiléptico (verde) y GRUPO 3
(fondo color morado) grupo en que se retarda en gran medida o previene el estado epiléptico).

Andlisis conductual

La aparicion de descargas en el EEG coincide con diversas alteraciones conductuales. Los
animales presentan principalmente un incremento en su acicalamiento, movimientos
masticatorios y de vibrisas, respiracion agitada, piloreccidn, sacudidas de cabeza y de rata
mojada, hipersalivacion y secrecidon nasal abundante. En menor proporcidn se presentd
rigidez de la cola, asi como parpadeo mioclénico, movimientos tdnico cléonicos de las

extremidades delanteras, asi como rigidez de las extremidades traseras.

Ninguno de los sustratos energéticos alterd la conducta de los animales. Unicamente el
antagonista MK-801 disminuyé la actividad motora de los animales desde su

administracion i.p., durante y después de la perfusion de 4-AP.
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Concentracién extracelular de aminodacidos

Al contrario de lo reportado en ratas anestesiadas, al recolectar fracciones de microdialisis
de 25 pL en 12.5 min no se observé un incremento significativo en los niveles de
glutamato del grupo 4-AP [7 mM] con respecto a sus fracciones basales o al grupo Krebs-
Ringer. Del mismo modo, no se encontrd diferencia entre el grupo 4-AP y el resto de los

sustratos energéticos (Figura 10).

3

o

= 18-

2]

8

g 154

o - —— Krebs-Ringer

- 124 A

8 —4 —— 4-AP[7 mM]

: L

E 97 —=— + piruvato [20 mM]
S 6 r ——  +a-KG [20 mM]
= ] —— + DL-BHB [20 mM]
g 3 ) —— + ACAC [20 mM]
S

S 0 T T T T T T T T T

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9

e

Fracciones de microdidlisis (25 ul/12.5 min)

Figura 10.- Efecto de la perfusion de 4-AP y los sustratos energéticos sobre la concentracion extracelular de
glutamato durante nueve fracciones (25ul/12.5min) de microdiélis consecutivas en el hipocampo de ratas en
libre movimiento. La barra horizontal color gris indica las fracciones durante las que se perfundié la 4-AP y los
sustratos energéticos. Los datos representan la media + ES de un total de n > 7 animales por grupo.

Posteriormente se analizaron fracciones de 12.5 pL en 6.25 min de dos grupos
experimentales: 4-AP [7 mM] y Krebs-Ringer. La concentracidn extracelular de glutamato
en el grupo 4-AP presenta un incremento del 71.39+1.6 % con respecto a sus basales, y del

79.2+2.3 % con respecto al grupo Krebs-Ringer (Figura 11).
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Figura 11.- Efecto de la perfusiéon de 4-AP sobre la concentracion extracelular de glutamato. A)
Concentracion extracelular de glutamato durante 18 fracciones de microdidlisis (12.5ul/6.25min)
consecutivas en el hipocampo de ratas en libre movimiento. La barra horizontal color gris indica las
fracciones durante las que se perfundié la 4-AP. B) Concentracién extracelular de glutamato en las
fracciones basales, en la fraccion 11 y las fracciones finales. Los datos representan la media * ES de un total
de n > 7 animales por grupo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via, Tukey post-hoc *
p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Analisis histoldgico

La perfusion de 4-AP induce muerte neuronal en la regidon CAl (83.7£0.9 % de muerte
neuronal en comparaciéon con el control) y CA3 (61.7£1.6 %). En la regién CA2 no se

presenta dafio neuronal (Figura 12).

Ipsilateral Contralateral

Figura 12.- Micrografias representativas del efecto de la perfusién de 4-AP en el hipocampo. Se muestra la
region CA1, CA2 y CA3 del lado ipsi y contralateral a la canula de microdidlisis. La barra horizontal negra

corresponde a 500 um. En la parte inferior se muestra un aumento correspondiente a 200 um de las areas
marcadas por el recuadro.
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Como se menciond anteriormente, la perfusion de 4-AP [7 mM] no modificé el nimero de
neuronas sanas en la regiéon CA2 del hipocampo. Ninguno de los sustratos energéticos

modificé el conteo neuronal en esta area (Figura 13).
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Figura 13.- Efecto de la 4-AP y su combinacién con los sustratos energéticos sobre el nimero de neuronas
sanas en la region CA2 del hipocampo. También se muestran micrografias representativas del drea CA2 para
cada grupo experimental. La barra negra corresponde a 50 um. Los datos en la grafica representan la media
+ ES de un total de n > 7 animales por grupo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una viay no se
encontré diferencia significativa entre ellos.
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La 4-AP generd un 83.7 % de muerte neuronal en la region CAl. La administracion i.p. de
MK-801 protegid en su totalidad contra la neurodegeneracion generada por 4-AP en la
region CAl. En esta zona hipocampal los grupos con piruvato [20 mM], a-KG [20 mM],
DL-BHB [20 mM], L-BHB [20 mM], DL-BHB [50 mM], L-BHB [50 mM] y ACAC [20 mM]
disminuyeron la muerte neuronal a 40.2+2.8 %, 51.1+3.8 %, 48.8+3.1 %, 70.2+1.1 %,
52.8+1.8 %, 66.3+4.6 %, 52.3+1.7 %, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14.- Efecto de la 4-AP y su combinacién con los sustratos energéticos sobre el nimero de neuronas
sanas en la region CA1 del hipocampo. También se muestran micrografias representativas del area CA1 para
cada grupo experimental. La barra negra corresponde a 50 um. Los datos en la grafica representan la media
+ ES de un total de n = 7 animales por grupo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via, Tukey
post-hoc * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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En la regién CA3 la 4-AP indujo un 61.7 % de muerte neuronal. El MK-801 protegio
completamente a la regién CA3 de la neurodegeneracion. En esta region hipocampal la
proteccion por parte de los sustratos energéticos fue mas variable que en la regién CAl.
Los grupos con piruvato [20 mM], a-KG [20 mM], DL-BHB [20 mM] y DL-BHB [50 mM]
disminuyeron la muerte neuronal a 24.7+2.8 %, 33.515.4 %, 20.3314.1 % y 38.3+1.0 %,
respectivamente. El isémero L-BHB [20 y 50 mM] y el ACAC [20 Mm] no protegieron de la
neurodegeneracion en CA3. Cabe mencionar que tanto en CA1 como en CA3, el isobmero
DL- del BHB ejerce significativamente mayor proteccién con respecto al isémero L- (Figura

15).
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Figura 15.- Efecto de la 4-AP y su combinacién con los sustratos energéticos sobre el nimero de neuronas
sanas en la region CA3 del hipocampo. También se muestran micrografias representativas del area CA3 para
cada grupo experimental. La barra negra corresponde a 50 um. Los datos en la grafica representan la media
+ ES de un total de n = 7 animales por grupo. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via, Tukey
post-hoc * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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8. DISCcUSION

La perfusién de 4-AP [7 mM] en el hipocampo de ratas despiertas induce, de forma casi
inmediata, crisis epilépticas cuya frecuencia se incrementa hasta establecerse un estado
epiléptico. Las crisis epileptiformes en el registro EEG coinciden con modificaciones
conductuales en las ratas. Estos datos nos permiten resaltar la importancia de nuestro
trabajo con animales en libre movimiento, pues no sélo evitamos interferencias de los
anestésicos que nos obligan a usar concentraciones muy elevadas de la 4-AP, sino ademas,
tenemos la posibilidad de correlacionar la actividad eléctrica cerebral con la conducta de

los animales (Pena y Tapia, 1999; Vera, 2005).

El uso del MK-801, antagonista de los receptores NMDA, nos permitié corroborar que el
efecto epileptogénico de la 4-AP es parcialmente dependiente de la liberacién de
glutamato, pues el uso de MK-801 previno parcialmente la llegada del estado epiléptico en
2 de 5 ratas. Este resultado nos indica que la otra parte responsable del efecto
epileptogénico de la 4-AP se debe a su actividad como bloqueador inespecifico de los

canales de K.

De forma tardia, la 4-AP [7 mM)] genera muerte neuronal de las células piramidales de las
regiones CA1l y CA3 del hipocampo. La resistencia de la region CA2 al efecto neurotéxico de
la 4-AP se asocia a que las células de esta regidn cuentan con una mayor concentracién de
parvalbumina y calbindina, proteinas de unién a calcio (Witter y Amaral, 2004). De esta
forma, el incremento de calcio intracelular que se requiere para el proceso excitotdxico, es
controlado por estas proteinas de unién a calcio y asi se evita la progresién del dafio
neuronal mediado por la 4-AP en la region CA2. En este trabajo también logramos
corroborar que el proceso de neurodegeneracidén inducido por la 4-AP es un evento
completamente dependiente de la activacidn de los receptores glutamatérgicos de tipo
NMDA. Esto lo sabemos porque el uso de MK-801, antagonista del receptor NMDA,

previene por completo de la muerte neuronal inducida por la 4-AP en el hipocampo.
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Adicionalmente, evidenciamos que la 4-AP [7 mM] en el hipocampo de ratas en libre
movimiento incrementa de forma transitoria y en menor proporcién los niveles de
glutamato extracelular, en comparacién con una rata anestesiada. Estos resultados nos
indican que la anestesia afecta considerablemente la sefalizacién glutamatérgica,
especialmente la regulacién de los niveles de glutamato extracelular. Nishikawa y Maclver
(2000) reportan que en rebanadas de hipocampo los anestésicos como el isofluorano vy el
halotano disminuyen la liberacién de glutamato de las terminales sinapticas. Si asi
sucediera en el animal despierto habriamos detectado una elevada concentracién de
glutamato al administrar la 4-AP; sin embargo, los resultados fueron completamente lo
contrario. Una diferencia muy importante entre lo que estos autores reportan y lo que
nosotros obtuvimos, es que nuestro trabajo se realizd en ratas vivas en libre movimiento.
Con este importante detalle hay que considerar la posibilidad de que en el SNC de un
animal despierto, los sistemas que regulan el funcionamiento neuronal se encuentran en
mayor actividad, logrando incluso, ser capaces de prevenir el incremento mantenido en las
concentraciones de glutamato extracelular a pesar de la presencia de 4-AP. Ahora bien, a
pesar del leve incremento en los niveles de glutamato, comprobamos que esta breve y
transitoria elevacidon de glutamato es suficiente para producir neurodegeneracion en el
hipocampo. Esto, debido quizds, a la alta sensibilidad del hipocampo a las sefales
glutamatérgicas, resultado de su alta densidad de receptores a este neurotransmisor

(Cotman et al., 1987; Monyer et al., 1994).

En lo que respecta al efecto de los sustratos energéticos sobre el efecto epileptogénico de
la 4-AP, resultd sorpresivo que los cuerpos cetdnicos L-, DL-BHB y ACAC, atrasaran
significativamente la llegada del estado epiléptico. Ya se ha reportado el efecto
antiepiléptico de los cuerpos cetdnicos tanto en modelos animales como en humanos, sin
embargo, aun sigue sin quedar claro el mecanismo de accién a través del cual se logra este
efecto (Bough y Eagles, 1999; Bougth et al., 2006, 2007; Suzuki et al., 2009). Considerando
que el tratamiento que damos con cuerpos ceténicos es de tipo agudo, y que a pesar de

ello se observa ya un efecto antiepiléptico, podemos descartar, con reserva, aquellas
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propuestas que indican que los cuerpos ceténicos tienen actividad antiepiléptica al regular
a la alta algunos genes de interés como la GABA-Transaminasa (Suzuki et al., 2009). Del
mismo modo, con nuestros resultados y las condiciones experimentales usadas, es
imposible apoyar la hipétesis de que los cuerpos cetdnicos ejercen un efecto antiepiléptico
debido a su capacidad para proteger preferencialmente a las neuronas inhibidoras al
inducir biogénesis mitocondrial en ellas (Bougth et al.,, 2006). Por otro lado, nuestros
resultados apoyan parcialmente aquellas hipétesis como la de Juge et al., (2010), donde se
propone que el ACAC ejerce una actividad alostérica negativa sobre el transportador
vesicular de glutamato, disminuyendo asi la liberacién de este neurotransmisor v,
consecuentemente, reduciendo los disparos neuronales. A pesar de estas propuestas, aun
gueda sin explicarse el por qué el isémero L-BHB, molécula que no puede ser oxidada a
ACAC, logra atrasar la llegada del estado epiléptico. Quizds, este efecto esté relacionado a
la actividad antioxidante del L-BHB y una posible proteccién preferencial por neuronas

inhibidoras.

Con respecto al efecto protector de los sustratos energéticos sobre la neurodegeneracion
inducida con 4-AP, los resultados indican que todos los sustratos, incluyendo aquellos
metabdlicamente inactivos, protegen de la muerte neuronal, pero lo hacen en diferentes
proporciones. En la regién CA1l y CA3 el sustrato que ejerce una mayor proteccion es el
piruvato [20 mM)]. A continuacién le siguen en conjunto el a-KG [20 mM], DL-BHB [20 y 50
mM)] y ACAC [20 mM]. Finalmente, el sustrato que ejercié menor proteccién en CAl y que

inclusive no logré proteger de la muerte neuronal en CA3, es el isomero L-BHB (Figura 16).

Retardan Capacidad Metabdlicamente
St estado epiléptico WS antioxidante activo
Piruvato - +++ | H,0, Si |
a -cetoglutarato - ++ H,0, Si
*OH, HOCI
D-B-Hidroxibutirato + ++ ! ! Si
¢ ONOO', 10,
L-B-Hidroxibutirato + + *OH No
*OH, HOCI
Acetoacetato + ++ ’ ! Si
ONOO', 'O,

Figura 16.- Tabla que resume parcialmente los resultados obtenidos en este trabajo.
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Los resultados nos indican que si L-BHB protegio parcialmente de la neurodegeneracién, es
porque su actividad para neutralizar al radical ‘'OH es importante pues podria estar
ayudando a disminuir el proceso oxidante y, consecuentemente, el deterioro neuronal.
Este resultado también resalta la importancia del radical hidroxilo en el mecanismo de

dano inducido con la 4-AP y, consecuentemente, en el proceso excitotdxico.

Por otro lado, aquellos sustratos metabdlicamente activos muestran mayor proteccién en
comparacion con aquellos que sélo actian como antioxidantes. Esto indica que los
sustratos metabdlicamente activos pudieran ser incorporados al metabolismo energético
celular y colaborar con la produccién de ATP favoreciendo el estado energético celular que,
aunado a su actividad antioxidante, disminuiria el dafio celular y favoreceria en mayor
proporcién la supervivencia neuronal. Este uUltimo resultado nos indica claramente que el

metabolismo energético celular se ve comprometido durante el proceso excitotdxico.
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9. CONCLUSIONES

La excitotoxicidad inducida por la 4-AP en ratas despiertas es mediada por una
neurotransmision glutamatérgica excesiva que sobreactivacion, particularmente, al
receptor NMDA. También encontramos que el estrés oxidante, resaltando la participacién
del radical hidroxilo, asi como la disfuncién energética mitocondrial estan involucrados en

el mecanismo de neurodegeneracion inducido por la 4-AP.

Con nuestros resultados sabemos ahora que el suministro a las células de sustratos que
cuentan con la capacidad de realizar ambas tareas, como antioxidante y sustrato
energético, favorecera en una mayor proporcion la proteccién de la célula ante el proceso

excitotdxico incrementando asi la supervivencia celular.

Los datos que reportamos dan la pauta para que las nuevas estrategias terapéuticas

contra el proceso excitotoxico se enfoquen en mecanismos que favorezcan la disminucién

del estrés oxidante e incrementen la produccion energética.
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