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"Se ha dicho wmuchas veces que el hombre es libre como el
pdjaro en su jaula; pero ha debido afiadirse que esta jaula se
ensancha con el dinero que se tiene. ¢Somos millonarios? Pues
tenemos por jaula el mundo y saltaremos a nuestro capricho desde
Paris a Pekin. ¢Somos moderadamente ricos? Nuestra jaula podréa
ser Europa, y brincaremos sin dificultad desde C4diz a Estocolmo.
En cambio, el pobre tiene por jaula su ciudad o su aldea, y su
lihertad re reduce a la posibilidad de saltar del taller a la
taberna o del hospital al presidio.

Queda todavia a los humildes el inestimable recurso de
cultivar el arte o la ciencia, cuyos hechizos tienan la virtud
de dorar y alargar los barrotes de la jaula y de hacer llevadero,

y hasta agradable el irredimible cautiverio".

Citado en: Santiago Ramén y Cajal

Charlas de café
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RESUMEN

El glutamato monosédico (GMS) es una molécula que se emplea
como saborizante en diversos alimentos para su consumo en humanos;
sin embargo se sabe que su ingestién produce neurotoxicidad, vy
esta propiedad se ha demostrado in vivo e in vitro, observéndose
que el tratamiento neonatal con este f&rmaco en el raton modifica
la seusibilidad a la estimulacién eléctrica y quimica en la edad
adulta de estos animales. En este trahajo se analizdé la
mnfluencia de este tratamiento, en el ratén, sobre la
sensibilidad a los efectos convulsivo y letal del propio GMS
cuando se administra en la edad adulta. Los resultados muestran
una disminucién en la latencia a los efectos convulsivo y letal
del GMS (Ps 0.05) y un aumento en la frecuencia con que estos
efectos se presentan (Ps 0.05), asi como una disminucién de 1 a
3 veces en los valores de DE,, y DL, en los animales
neurcintoxicados neonatalmente respecto a los grupos control.
Estos datos sugieren que el tratamiento neonatal con GMS produce
un incremento en la sensibilidad a los efectos convulsivo y letal
del propio GMS, hallazgo que puede estar ligado a fendmenos de

plasticidad neuronal.



1.0 INTRODUCCION

La toxicidad del glutamato monosédico (GMS}, sobre el sistema
nervioso central {SNC), representa un problema de salud debido a
que esta sustancia se usa comercialmente como condimento en
diversos tiposg de alimentos destinados al consumo humano, lo que
ha dado lugar a diversos estudics scbre las alteraciones que
tienen que ver con la exposicidn a este farmaco El consumo de GMS
ge ha relacionado con diversas patologias en el hombre y existe
evidencia experimental de que su administracidn produce desdrdenes
de tipo neurogquimico, metab6lico y conductual, asi como
alteraciones en la sensibilidad a algunos fdrmacos que ejercen sus
efectos predominantemente a nivel del SNC, posiblemente ligados
a alteraciones en el metaboliswmo de éstos.

Por lo anterior, el presente trabajo pretende contribuir a
la caracterizacién de algunos de los efectos relacionados con la

toxicidad inducida por el GMS en el ratén,



2.0 ANTECEDENTES

El &cido glutdmico (GLU) ha sido usado como condimento o
saborizante, en los alimentos destinados al consumo humano, en las
culturas del Oeste y Oriente (23). Particularmente en China, se
ha usado tradicionalmente el extracto de la alga marina Laminaria
japonica como aditivo en diferentes alimentos, y en 1910 el
quimico japonés Ikeda sugirié que el componente de este extracto,
responsable de tal efecto saborizante, era precisameute el GLU
(74,92), aunque mis adelante se descubrié que era el GMS, la sal
monosédica de este aminodcido, el que posefa esta propiedad de
potenciador del sabor. Posteriormente se encontrdé que habia una
relacién entre las personas que consumian regularmente alimentos
condimentados con GLU, en la torma de GMS, y las que presentaban
una serie de sintomas que en su conjunto se denomind primero
"Sindrome del Glutamato Monosddico" y posteriormente "Sindrome del
Restaurante Chino*, caracterizado, en términos generales, por una
sensacién de ardor en la piel, aumento de la presién facial, dolox
de pecho, entumecimiento en el dorso del cuello, gue se extiende

gradualmente hacia los brazos y espalda, debilidad general y

palpitaciones (77,149},
2.1 Aminodcidos excitatorios

Los amino&cidos excitatorios (AAE) que han recibido mayor
atencién son el GLU y el dcido aspdrtico; sin embargo, los AAE
en general han adquirido una importancia  considerable, en

ailos recientes, bésicamente por dos razones: a) se considera que



participan come neurotransmisores en la mayor parte de las
funciones excitatorias del SNC y b) se les ha relacionado con una
gran vaviedad de estados neurofisiopatolégicos, entre los que
destacan la epilepsia (28,101,102,113,169), la hipoglucemnia
{4,183,184), la hipoxia/isquemia (9,47,66,75,80,94,100,117,128

147,156,182) y el trauma fisico (40,55,71). Se piensa, adends, que
las alteraciones en la neurotransmisién mediada por los AAE
podrian estar también relacionadas con enfermedades degenerativas
crénicas, que incluyen el neurolatirismo (100,161), el complejo
esclevosis lateral amiotroéfica de Guam/parkinsonismo/demencia
(100,162), la esclerosis lateral amiotrdéfica cldsica (136), la
deficiencia de sulfito oxidasa (118), la enfermedad de Huntington
(7,26,100) la enfermedad de Alzheimer (27,32), la enfermedad de
Parkinson (108), el sindrome de Wernicke/Korsakoff (109) y el
sindrome de Jakob-Creutzfeldt (109), el cual presenta los signos

clésicos de la degeneracién neuronal inducida por GLU (110).

2.2 Neurotransmisién glutamatérgica

El GLU es un aminodcidoe que estd presente en wmuchos
nutrientes, tanto en forma libre como unido a péptidos vy
proteinas, y cuantitativamente es un constituyente muy importante
de las proteinas corporales. Ademds, el GLU participa en un gran
nimero de vias metabélicas, y posee un papel fundamental como
neurctranswisor en diversas estructuras del SNC (34,43,125). De
hecho, este aminodcido se considera el neurotransmisor excitatorio
m4s abundante en el SNC, particularmente en mamiferos

(29,41,42,93,179,180), y en la actualidad se acepta gue participa



también en fenémenos de plasticidad neuronal, durante la
adquisicién de la wemoria y el proceso de aprendizaje, cowo por
ejemplo la Potenciacidn a Largo Plazo, que ocurre en el hipocampo,
caracterizada por ser altamente perdurable e incrementarse
dependiendo del uso del circuito neuronal, y la Depresidn a Largo
Plazo, a nivel del cerebelo, caracterizada por una depresidén en
la eficiencia sindptica (64,146}; y también existe evidencia de
gque el GLU ocupa un papel importante en el desarrollo de algunos
ritmos biolégicos (36,98). Sin embargo, el GLU, como otros ARE,
participa también en la patogénesis de algunos desdrdenes
neuronales (93,100,103,150), pues se piensa que las alteraciones
en la neurotransmisién glutamatérgica, tales cowo la liberacion
excesiva, la liberacién anormal o la captura deficiente del
aminodcido, asi cowo las modificaciones en la sensibilidad de sus
sitios de unién, estdn relacionadas con el dafio neuronal en
algunas enfermedades como la degeneracién olivopontocerebelar
(135), la isquemia cerebral (5,51,148), la epilepsia (15,158), la
esquizofrenia (18), la enfermedad de Alzheiwer (2%,32,91,138), la
enfermedad de Huntington (96,114) y el mal de Parkinson (18,93),
y se sabe en particular que, en altas concentraciones, el GLU da
lugar a diversas alteraciones neuronales en ratas (1,13,70),
ratones (13,111) y otras especies animales; ademds de que varios
autores han demostrado su toxicidad en preparaciones de neuronas
in vitro (20,21).

El efecto neurotéxico del GMS se ha observado en aquellas
4reas del SNC que poseen neurotransmisién glutamatérgica: corteza,
estriado, hipocampo, télamo, hipot4lamo, cerebelo, &rea postrema,

sigtemas auditivoy wvisual (13,43,112,108,121,178). Dentro del
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hipotdlamo las 4&reas afectadas incluyen el nicleo arqueado
(13,107}, el hipotdlamo mediobasal (particularmente el area que
rodea al nicleo arqueado) (107,110} y la eminencia media (111});
asi como la retina (86) dentro del sistema visual Ademas, el
drgano vasculoso, lamina terwinal, Srgano subcomisural, érgano
subfornical y el area postrema, asi como las dreas que los rodean,
parecen poseer una susceptibilidad inica a los efectos téxicos del
GMS y sus andlogos estructurales (62,111,121).

Asimiswmo, se han idenlificado en estas dreas del SNC sitios
de unién especificos para el GLU, los que se han clasificado, con
base en estudios de tipo farmacoldgico, electrofisioloégico,
bioquimico e inmunoguimico en: a) receptores metabotrépicos y b)
receptores ilonotrépicos (103), dentro de los cuales existen
diversos subtipos (59,69).

Los receptores metabotrépicos han sido caracterizados usando
diferentes agonistas (85} y fueron Sugiyama y col, en 1987, los
primeros en demostrar la existencia de un receptor de este tipo
a GLU (165), el cual era activado por quiscualato y estaba
acoplado, a través de una proteina G sensible a la toxina
pertussis, al mwetabolismo de los fosfoinositésidos. Estos
receptores estén acoplados a seflales de transduccién intracelular
via las proteinas G (140,150), y se supone que son similares,
estructuralmente, a otros receptores, ya conocidos, que estdn
unidos a este tipo de proteinas, los cuales estimulan la formacidn
de inositol 13-fosfatc (IP,) y diacilglicerol (DG). De hecho,
existen evidencias de que los receptores que median la
inhibicién de la sintesis de adenosin wmonofosfato ciclico (AMPc)

y la respuesta de hidrAlisis de fosfoinositdsidos son receptores
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de tipo metabotrépico o subtipos del receptor metabotrépico al GLU
(33,90,127,137,139,151); ademds de que se ha demostrado que el
AMPc media la excitacién neuronal postsindptica de la regién
conocida come Cornus de Amon (CAY del hipocampo, debido a la
activacién de receptores metabotiépicos al GLU (49), lo que
muestra que el receptor estd acoplado a la adenilata ciclasa, ¢
incrementa la produccién de AMPc. Se ha informado también que el
GLU activa a la fosfolipasa D en las neuronas del hipocampo de
rata a través de un receptoy metabotrdpico insensible al &cido DL-
2-amino-3-fosfonopropidmico, tanto en organismos neonatos como en
adultos (%8).

Los receptores ionotrdpicos, por su parte, se caracterizan
por estar asociados a canales iénicos y se han obtenido
evidencias, a partir de estudios tfarmacolégicos, de que existen
por lo menos 3 clases de estos receptores que son activados po:
el GLU y sus andlogos: a) el receptor a N-wetil-D-aspartato
(NMDA), b) el receptor al 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasol propionoico (AMPA) y ¢) el receptor a kainato (142),
estos dos tGltimos también conocidos como receptores de tipo no-
NMDA; y existen evidencias del papel principal que tienen, los
receptores a NMDA, en el efecto neurotdxico del GLU (20,106). Los
estudios para la caracterizacién del receptor a NMDA han
demostrado que su canal asociado contiene: a) un sitioc de
reconocimiento al GLU/NMDA en el cual los andlogos del fosfonato,
tales como el &dcido amino-fosfonovalérico y el Acido amino-
fosfonoheptanoico, son antagonistas competitivos; b) un sitio
regulatorio de glicina, cuya ocupacién es esencial para la

transduccion mediada por el receptor NMDA; c) sitios moduladores
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para las poliaminas y =zinc; d) un sitio de unidén para Mg
dependiente de voltaje; y e) un supuesto sitio intracanal en el
que actdan come antagonistas no competitivos la  fenciclidina
y andlogos relacionados (37)

Los principales subtipos de receptores a GLU estdn presentes,
particularmente en todas las regiones hipotaldmicas y predpticas,
en las ziguientes densidades relativas aproximadas:
NMDAsreceptores metabotrdpicoss kainato « AMPA (97) « su expresidn
varia regionalmente, presentando las regiones hipotalamica rostral
y predptica niveles proporcionalmente mayores de receptores no-
NMDA en comparacién con los de tipo NMDA (97); y tienen las
siguientes densidades regionales relativas: ventromedial,
dorsomedial > paraventricular, hipotaldmica anterior, supradptica>
nicleo arqueado, supraquiasmética, hipotaldmica lateral » drea
predptica >> lébulo neural pituitario, materia blanca » lébulo
anterior de la hipéfisis (97).

Sin embargo, aunque se conocen con detalle las dreas sobre
las que el GLU ejerce sus efectos, hasta la fecha se ignora el
mecanismo por el cual el GMS induce su neurotoxicidad, pero debido
a la consistencia entre las alteraciones neuropatolégicas agudas,
con una marcada dilatacidén del soma y dendritas neuronales, y los
estudios neurofisioldgices que indican que el GLU depolariza a las
neuronas por apertura de los canales de Na*® (119), lo que resulta
en una entrada pasiva y secundaria de agua (53), se ha propuesto
que el GLU destruye a las neuronas por una depolarizacién
persistente (112,116); aungue los estudios realizados por Choi
y col (19,20,21) han delineado una forma de degeneracién

neuronal inducida por exposicidn transitoria al GLU, en la cual



la depolarizacién per se, inducida por la activacidn de los
receptores NMDA con la neurotoxina, 1o es requisite para la
degeneracidén neuronal, sino que el Ca® juega un papel importante
en el proceso degenerativo y la depolarizacidn s6lo potencia su
neurotoxicidad. En este modelo, el GLU activa a ambos tipos de
receptores, NMDA y no-NMDA, y la activaci6n de éstos produce un
influjo de Na‘, que causa una depolarizacién y dilatacidn celular
excitotoxica (después del influjo secundario de mds Na', Cl y
agua), Yy un pequefic influjo de Ca’™ a través de canales
dependientes de voltaje; sin embargo, sélo la activacion de los
receptores NMDA abre canales con alta permeabilidad intrinseca a
Ca’*, y ésto produce un influjo sustancial de este ién. Por tanto,
¢l dafio neuronal resulta principalmente del elevado nivel de Ca®
y. de manera parcial, del hinchamiento celular excitotéxico. A
causa de la combinacién del dailo celular y los mecanismos
sindpticos evocadog por el Ca®, se liberan al medio agonistas
intracelulares del NMDA, entre los que abunda con frecuencia el
GLU, lo que produce una retroalimentacidén sobre los receptores
NMDA que trae comn consecuencia un dafio neuronal progresive (20).
Por otra parte, se ha reportado que el influjo tardio de Ca*™
induce la activacién sostenida de la proteina cinasa C, la cual
es responsable de la pérdida neuronal (88), y que la regulacién
negativa de esta proteina atenda la citotoxicidad inducida por el
GLU (42).

Existen también evidencias de que la neurotoxicidad por GLU
estd mediada por el dxido nitrico (NO), el cual estimula a la
guanilato ciclasa soluble e incrementa la formacién de guanosin

monofosfato ciclico por activacidén de receptores al GLU in vitro



(31) Ademas, se sabe que algunas condiciones externas favorecen
el dafio neuronal por GLU, pues se ha demostrado que la restriccion
de la energia celular, en cultivos de neuronas cerebelares,
facilita la transicion del GLU de neurotransmisor a neurotoxina,
a través de log receptores NMDA (106) y que la exposicién crénica
de células granulares al etanol incrementa la vulnerabilidad de
éstas a la toxicidad del GLU, mediada también por receptores NMDA
(63), por lo que los autores sugieren que este fenémeno puede ser
la base de la degeneracién neuronal cbservada en humanos y otros

animales degpués de la ingestidén crénica del etanol,
2.3 Bl GH8: caracteristicas, uso y toxicidad
El GMS es la sal monos6dica del GLU (Fig 1), su férmula

condensada es CH,NNaO, y tiene un peso molecular de 187.13;

posee la apariencia de un polvo cristalino blanco, practicamente

COOH

H === C==— NH,

H—— ol

He——C— 1

COOH

Fig 1. Estructura semidesarrollada del dcido glutdmico, la cual
corresponde a un dcido dicarboxilico (11}).
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inodore, wuy soluble en agua Seqin el index Merck (11}, ewta sal
es manufacturada por fermentacion de fuentes de carbohidratos

tales como la melaza de la remolacha azucavera, y producido por
hidrélisis de proteinas vegetales, por ejemplo: por hidrolisis
dcida de la melaza de remolacha o por accidn de la bacteria
Micrococcus glutamicus sobre carbohidratos y su neutralizacién

parcial subsecuente,

El GMS se ha ewmpleado clinicamente en el tratamiento del
coma hepatico, aungue el uso gue con mas frecuencia recibe es
el de aditivo en algunos alimentos destinados al consumo humano,
por ejemplo: como aditivo en los alimentos derivados del cerdo,
y mezclado con azicar en los medicamentos de sabor amargo para
hacerlos més palatables (11). Se sabe ademds, que los
fabricantes de alimentos han ewpleado esta sustancia con el
propdsito de incrementar el pesa de éstos, tal es el caso del
kobumaki {alimento japonés hecho de algas), vegetales en
conserva y alimentos instantdneos (166); ocasionalmente se ailade
a la comida entre 20 y 45 ¥ de GMS y, aln mis, ha sido usado
como aditivo en alimentos para bebés (126). Sin embargo, en
1957, Lucas y Newhouse (86} descubrieron que las dosis altas de
GMS provocaban destruccién irreversible de la mayoria de las
células en la capa interna de la retina, en un lapso de minutos
a lhoras después de su adwinigtracién parenteral, y en 1969
Schaumburg y col (149) concluyeron que el GMS era la causa del
"Sindrome del Restaurante Chino”. Aunque se tienen wmuy pocas
evidencias del dafio producido por el GMS en el howbre (el
"Sindrome del Restaurante Chino" es una de éstas), esta

caracteristica se ha demostrado experimentalmente, tanto in vivo
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como in vitro. Hay evidencia de que el GMS es neurotdxico no
sélo en dosis altas parenterales, sino también después de =su
administyacidén oral (2,13,82,115), y ain mds, Frieder y Grimm (44)
mostraron que la exposicidn prenatal cronica de ratas prefladas al
GMS en la dieta, concretamente en el agua de beber produce
modificaciones neuroguimicas permanentes en el cerebro de sus
descendientes, lo gque aporta evidencias de que esta neurotoxina
puede atravesar r&pidamente la barrera placentaria y causar un
daflo irreversible agudo de las neuronas del Area postrena en el
feto (173). Este hallazgo permitié proponer la posibilidad de
toxicidad transplacental, en fetos de humanos, después del consumo
de alimentos ricos en GMS por parte de la madre (173). Ademds se
ha observado que la administracidn de GMS en dosig téxicas, en
ratas, produce cambios metab&licos, particularmente en la
osmolaridad de la sangre, asi como de electrolitos y algunos

metabolitos (172).

2.4 Neurotoxicidad neoonatal con GMS

Por otra parte, se sabe que los roedores son  mds
sugceptibles al efecto neurotéxico del GLU en la  etapa
neonatal. En este sentido, Lucas y Newhouse (86), fueron los
primeros en reportar que el GMS administrado neonatalmente, a
roedores, produce una necrosis neuronal aguda, lo cual causa
lesiones que dan lugar a una disfuncidén metabdlica y conductual
en la edad adulta de los animales gque lo reciben.
Posteriormente Olney, en 1969 (107), caracterizd y extendid los

hallazgos de las lesiones provocadas por el GMS, y este fendmeno
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fue confirmado ampliamente por otros autores en diversas especies
animales (13,79,120,123,124,132,160,167). Sc ha observado que en
un periodo de 5 a 10 horas, posterior a la administracion de una
dosis de GMS a roedores neonatos hay una necrosis completa de
dendritas y soma de las neuronas del micleo arqueado, seguida de
una neurofagia con una infiltracién de macréfagos (13,82,110)
probablemente microglia (81) El examen del nicleo arqueado
realizado inmediatamente después de la administracion de GMS, y
también cuando los animales han alcanzado la edad adulta, sugiere
gque el dafio inducido por los aminc&cidcs neurotodxicos esta
limitado sélo a la pericaria, situfndose en el nucleo arqueado y
frecuentemente en la parte media ventral del nicleo ventromedial
taldmico, sin afectar las células gliales, ependimales y axoues
del trayecto (122); sin embargo se ha visto que el GMS afecta
todos los tipos celulares en las cercanias del micleo arqueado,
el cual muestra una dilatacién severa y edema intracelular en las
células neuronales, gliales y ependimales (13,82,110)

El GMS, asi como los ARE relacionados, poseen la capacidad
de inducir, de manera selectiva, una destruccién del 80 al %0
%t de las células neuronales en el nicleo arqueado del
hipotdlamo (107,110,115,130,157), entre las gue se cuentan
células productoras de neurotransmisores y hormonas, pues se ha
reportado que esta regién del hipotdlamo contiene, por lo wenos,
15 tipos diferentes de neurotransmisores y neuropéptidos (22),
como por ejemplo el factor liberador de la hormona del crecimiento
(GHRF) (10). Se ha observado que el tratamiento neonatal con GMS,
en la rata, produce un descenso de la poblacién de neuronas que

contienen tirosina hidroxilasa, dcido glutdmico descarboxilasa
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(GAD) GHRF, galanina, péptido intermediario de la corticotropina
y dinorfina, asi como una pérdida virtualwente completa de
cuerpos celulares que contienen immunoreactividad (1R) para
encefalinas y neuropéptido K, en el nicleo arqueado del
hipotdlamo (99). También se observa un descenso en las fibras
que presentan IR a GAD, neurotensina, galanina, GHRF, dinorfina
y encefalinas presentes en la eminencia media (99,177), y de
neuropéptide ¥ en los ndcleos arqueado y paraventricular del
hipotalamo (1,99); una reduccidn  significativa de las
concentraciones de IR a la hormona adrenocorticotréfica (ACTH)
y fi-endorfina en el hipotdlamo mediobasal, nicleo predptico y
amigdala (76); una disminucién de neuronas contenedoras de f-
endorfina en el nicleo arqueado y su regidén periférica (72),
una disminucién en el contenido de dopamina del nicleo
arqueado debida a la destruccidn neuronal (46); y la
destruccién de neuronas productoras de neuratensina y con IR a
GAD en el neuropilo (65) Asimisma, el GMS administrado
neonatalmente, en el ratdén, también produce una disminucién de
la IR a met-encefalina vy leu-encefalina en el micleo arqueado
del hipotédlamo y todas las capas de la eminencia media (144); un
decrementoen la colina acetiltransferasay la acetilcolinesterasa
en la eminencia media al igual que en el ndcleo arqueado (177);
adenmds de que los péptidos ACTH (24,68,76), hormona a-melanocito
estimulante (24,39), factor liberador de la hormona luteinizante
(8) y somatostatina (145) también han mostrado cambios
inmunocitoquimicos en su distribucién hipotaldmica wediabasal
en animales tratados can GMS, en comparacién con animales control

y en particular se piensa que las alteraciones en el sistema



peptidérgico del hipotdlamo mediobasal pueden contribuir a la
causa de la deficiencia neurcenddcrina mostrada por los animales
tratados neonatalmente con GMS (144). Perc cabe sefialar el dailo
diferencial del GMS en el nilcleo arqueado, pues su porcion
anterior es mucho mds sensible a la acciodn excitotdxica de esta
sustancia, en ratas neonatales, gue su parte posterior (153),
ademds de gque existen estudios en los que las células
inmunoreactivas a tirosina hidroxilasa, GAD, neurotensina vy
somatostatina ubicadas en la divisidn dorsomedial, dislocada
ventralmente, del nicleo arqueado, se detectan de manera
permanente a pesar de la adwinistracidon de GMS (99). También se
ha mostrado que el GLU administrado sistémicamente induce una
degeneracién selectiva de neuronas inmunoreactivas a tirosina
hidroxilasa en el drea postrema de ratas de 12 a 14 semanas de
edad (133), y que la administracidén neonatal de GMS, en esta misma
especie, durante los primeros 10 dias de edad, produce
modificaciones en el contenido de &cido gama-awmino butirico
(GABA), el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC, y la
actividad de la GAD en algunas estructuras cerebrales.
Particularmente, existen datos sobre la presencia de un sistema
GABA&rgico en el hipotdlamo mediobasal (65,170,175) y se ha
observado que el tratamiento neonatal con GMS produce una
reduccidn tanto de GABA como de GAD en esta regién en ratas machos
y hembras (35); ademds de que se ha observado una reducciodn
marcada de la GAD en el nicleo arqueado y la eminencia media
después de este tratamiento.

Entre los cfectos mis prominentes del tratamiento con GMS en

el SNC, estd la reduccidn en un 40 a 60 % de dopamina en diversas

20



dreas del SHC (61,105), y el GMS administrado necnatalwente, en
la rata, elimina el sistema dopaminérgico de manera considerable
(65), produce una disminucién marcada del nimero de cuerpos
celulares que presentan inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa,
y sus ramificaciones que se proyectan hacia la eminencia media
(65) - posiblemente se reduzea la inervacidn catecolaminérgica
inhibitoria que viene desde el nilcleo arqueado (46) vy
aparentemente destruye células dopaminérgicas en esta region e
interrumpe la regulacién de la secrecidn de vasopresina en el
nicleo supraéptico y la neurchipéfisis (46).

Ademéds, se ha visto que los cambios estructurales inducidos
por el tratamiento neonatal con el GMS, en roedores, estén
acompaiiados por una disminucién en el peso de la hip6fisis,
g6énadas y adrenales aunado a disfunciones de tipo netabdlico y
conductual, tales como crecimiento retardado, obesidad,
hipotiroidismo, disminucién de la capacidad veproductiva,
automutilacidn de la cola (6,60,104,105,134,141,164,168) y atrofia
del nervio dptico (99). Se ha propuesto que la deficiencia del
sistema GABAérgico en el nilcleo arqueado podria modificar
indirectamente la liberacién de prolactina, gonadotropina vy
tirotropina, asi como disminuir directamente la concentracién de
la ACTH y endorfinas en las dreas hipotaldmica y extrahipotaldmica
del cerebro de los roedores (35).

En las ratas tratadas neonatalmente con GHMS se ha
observado una interrupcidén considerable en el eje hipotdlamo-
hipéfisis-gdnadas, evidenciada por la atrofia gonadal,
capacidad reproductiva reducida y una concentracidén baja de

egteroides gonadales en plasma (65). También se observa un estado



de hiperfuncion de las adrenales, lo que sugiere que la lesidn
central producida por el tratamiento con el GMS interfiere con los
mecanismos de regulacién del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenales
(164), ademds de que se produce una disminucién de la hormona del
crecimiento, lo cual trae como consecuencia un aumento en los
niveles de algunas enzimas hepaticas que predominan en las hewmbrag
(181). Se ha visto también que el increwmento de la actividad
exploratoria en campe abierto y la reduccién de la actividad
socturna, inducides por el tratamiento neonatal con GMS en la
rata, estdn asociados a la disminucién de neuronas gue contienen
f-endorfina en el nicleo arqueado y su regidén periférica (72). Ain
mds, Rose y Weick, en 1987 (14¢), sugirieron que después del

ratamiento neonatal con GMS, las funciones del nicleo arqueado,
por ejempo eh la regulacidn de la secrecién ténica de lhormona
luteinizante, pueden ser asumidas por otras estructuras
hipotaldmicas; ademds de que pueden ocurrir otros camwbios
plasticos adaptativog tales como un aumento en el nimero de
contactos sindpticos (99).

Por otra parte, desde el punto de vista farmacoldgico, se ha
reportado que el tratamiento neonatal con GMS, en el ratdn, da
lugar a cambios en la sensibilidad a la estimulacidn eléctrica y
quimica con algunos férmacos que ejercen sus efectos a nivel del
SNC, ya sea como estimulantes o depresores. En este sentido, se
ha mostrado que este tratamiento incrementa la susceptibilidad a
las convulsiones inducidas eléctricamente (15) y al "kindling"
(modelo experimental de epilepsia inducida por la estimulacidn
subumbral, eléctrica o quimica, que se caracteriza por originar

una modificacién permanente mediada por fenémenos de plasticidad



neuronal, gque evoca el disparo neuronal de manera espontdnea (48))
quimico inducido con pentilentetrazol (17) También se ha
demostrado que este mismo tratamiento produce una disminuciodn en
la sensibilidad al efecto hipndtico del pentobarbital en el ratédn
{50), un aumento de la sensibilidad al efecto hipnético del etanol
(16) y una disminucién de la sensibilidad a la ketamina, tanto en
modelos In vivo como In vitro (12,143).

Por lo anterior, el propdsito de este trabajo fue estudiar
como influye el tratamiento neonatal con GMS, ¢n el ratén, sobre
la sensibilidad a los efectos del propio GMS en la edad adulta de

los animales,



3.0 OBJETIVOS

El presente trabajo tuvo como objetivo general estudiar cémo
influye el tratamiento neonatal con GMS, eun el ratém, sobre la
sensibilidad a los efectos del propio GMS, en la edad adulta de
estos animales, adwministrado por via intraperitoneal (ip) e
intracerebral (ic), para lo cual se propusieron los objetivos
especificos siguientes:

A) Medir la latencia al efecto convulsivo del GMS, y la
frecuencia con que éste se presenta, asi como calcular la DE, a
dicho efecto, cuando el GMS se administra por via ip.

B) Registrar la latencia al efecto letal del GMS, y la
frecuencia con que ocurre, asi como calcular la DL,, después de la
administracidén ip del GMS.

C) Medir la latencia al efecto convulsivo del GMS, y su
frecuencia, asi como calcular la DE,, a este efecto, cuando el GMS
se administra por via ic.

D) Registrar la latencia al efecto letal del GMS, y la
frecuencia con que ocurre, asi como calcular la DL,, después de la

administracién ic de éste.
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4.0 HIPOTESIS

Puesto que el tratamiento necnatal con el GMS altera la
sensibilidad, en la edad adulta, a los efectos de algunos fédrmacos
que interactdan con los sistemas neurotransmisores afectados por
la neurotoxicidad de esta molécula, en este trabajo se infiridé que
dicho tratamiento también alteraria la sensibilidad a los efectos
convulsivo y letal del propio GMS en la edad adulta de los
animales que lo recibieron. Esta alteracidn podria expresarse como
una disminucién, o un aumento, en la latencia a log efectos
mencionados, en la frecuencia con que ocurren y por tanto en los

valores de DE., y Dly,.
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5.0 MATERIAL Y METODO

5.1 Obtencién del material bioclégico

Se usaron ratones adultos de la cepa Taconic, de 25 a4 30 g
de peso corporal, obtenidos de la colonia del Bioterio de la
Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional Autdnoma de
México, los cuales fueron apareados, en una proporcicéu de cuatro
hembras por un macho, y mantenidos en un ciclo luz-obscuridad
12x12 horas, a una temperatura de 22+2°C, con agua y alimento ad

libitum.

5.2 Tratamiento neonatal con GMS

Una vez prefladas, las hembras gestantes se colocaron
individualmente en jaulas de acrilico, y el dfa del alumbramiento
las crias se dividieron aleatoriamente en tres grupos: 1. Tratados
cen el neurotéxico (GMS), II. Control salino (CS) y III Control
absoluto (CA}).

A las crias del grupo I se les aplicd GMS, por via
subcuténea, en dosis de 2 mg/g de peso corporal el 20 y 4o dia
postnatal y 4 wg/g el 6o, 80 y 100 dia postnatal, en un volumen
de 0.01 ml por gramo de peso corporal; las crias del grupo II
recibieron el volumen correspondiente de solucidn salina
fisioldgica al 0.9%, de acuerdo al esquema de administracién del
primer grupo y por la misma via; y las crias del grupo III no
recibieron tratamiento alguno. Todos los animales fueron

destetados y sexados al mes de edad aproximadamente, y se pesaron
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cada  semana

5.3 Ensayos de sensibilidad al GHS

A) Administracién del GHS por via ip

Una vez que los ratones, de lus grupas anteriores cumplieron
de 1 a 11 meses de edad, s5e formaron aleatoriamente grupos de
ammales (n= 8 a 22, tanto para hembras como pars machos), cada
uno de los cuales recibid GMS, en una sola administracidn por via
ip. Se usaron ocho dosis diferentes, de 1.74 a 12.00 g/kg de peso
corporal, espaciadas logaritmicamente. Se registré la latencia a
la primera convulsién y a la muerte, durante la primera hora
postinyeccién, y la ocurrencia de muerte cada 24 horas durante los

ocho dfas siguientes.
B) Administracién del GMS por via ic
En otra serie de experimentos, se administrd el GM$ en dosiu
total de 250, 500, €00 y 724 ug, en un volumen de $ ul, pero
ahora por via ic con una microjeringa Hamilton, segin el método
de Haley y McCormick (52), y se registraron los pardmetros antes
mencionados en las mismas condiciones.

5.4 Curvas dopig-respuesta (CDR) al GM5

Con los datos obtenidos se graficé la latencia a la

convulsidén y a la muerte, expresada en miputos y segundos para
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la via ip e ic respectivamente, como funcidn de la dosis usada de
GMS., y se elaboraron las CDR para ambos efectos, para lo cual se
graficé el porcentaje de convulsién y muerte como funcién de la

dosis de GMS administrada,

5.5 Cdlculo de la dosis efectiva cincuenta (DE,,) al

efecto convulgivo y dosis letal cincuenta (DL,,)

Los resultados obtenidos de las CDR, se sometieron al
andlisis de Litchfield y Wilcoxon (83} para calcular la DE, y
DL,,, para lo cual se usé como criterio el porcentaje de animales
que convulsionaron y el porcentaje de animales que muriercn
respectivamente, ambas con los limites de confianza al 95%. Los
resultados de la latencia, para convulsién y muerte, se sometieron
a la prueba estadistica de U de Mann-Whitney, y los valores de
porcentaje, para ambos efectos, a la prueba de X*. Se consideraron

estadisticamente significativos los valores de Ps 0.05.



6.0 RESULTADOS

Les resultados obtenidos wmuestran que los ratones que
recibieron el tratamiento neonatal con GM$, tuvieron en general
una latencia significativamente menor (Ps 0.55) a la cenvulsion,
por la administracién ip de GMS, respecto a los animales control
(Tabla 1), fendmeno observado tanto en hewbras {(Tabla 1l; Fig 2)
como en wachos (Tabla 1; Fig 3), aungue con la dosis de 1 74 g/kg
no hubc convulsiones en ninguno de los grupoes, durante la primera
hora postinyeccioén, y con 2.29 g/kg el menor valor ocurxio en las
hembras €S y en los wmachos GMS, sin embargo en ambos casos
el valor de latencia corresponde a un animal solamente dado que,
durante este periodo de tiempo, sdlo convulsiond un ratén, aspecto
que se observd con otros niveles de dosis. Ademds, el porcentaje
de animales que convulsionaron fue claramente mayor (Ps0.05) en
los grupos GMS para todas las dosis, lo cual se muestra como
un desplazamiento hacia la izquierda de la CDR tanto en hembras
comn en machos (Fig 4 y 5, respectivamente).

La latencia a la muerte, también por administracidén ip del
GMS, fue menor en los ratones neurointoxicados neonatalmente tanto
en hembras (Tabla 2; Fig 6) como en wachos (Tabla 2; Fig 7),
aunque en estos Gltimos, con 3.02 y 5.26 g/kg, sdlo murié un
animal. En el casoc de las hembras, con 2.29 y 9.12 g/ky, el
promedio de latencia wmenor correspondié al grupo CS, asi comn a
los machog (S con esta (ltima dosis. El porcentaje de letalidad
(Tabla 2) fue mayor en los ratones tratados neonatalmente con el
GMS, excepto en el caso de las hembras con la dosis de 1,71 y en

los machos con 5.26 g/kg, lo cual se wmuestra comoe un
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Tabla 1. Tiempo de latencia y porcentaje de respuesta al afecto
convulgivo del GMS.

Latencia kS
(min)
Dosis GMS cs CA G5 C5 CA
{g/Xxq) . .
1.74 ¢ 0 0 0
4 Jo o o
2,29 9 34.7511.25 24.00 - 20 10 0
d 31.42 - 8 0 Q
3.02 ¢ 29.6747.83 30 0 0
d 19.5443.04 20 0 0
4.00 Y 22.8815.04 - g2+ 0 0
4 50,00$1,25 20 0 0
5.26 28.90¢3.62% - 42.17 75 0 10
J  34.5437.38 - 20 0 0
6.92 Y 20,984£3.78% 33.98$5.64 39.9845.11 | 83 40 50
Jd 26.3645.41% 43.6742.17 60 20 0
9.12 9 27.76£3.71% 33.8348.42 34.7245.33 |73 20 80
d 31.5741.28 31.71%2.13 - 90* 67 0
La Bsolucién de GMS se administré por via ip a los ratones
neurointoxicados neonatalmente (GKS), control salino (CS) vy

control absoluto (CA). Se registrd la latencia y el porcentaje de
respuesta durante la primera hora postinyeccién, Los resultados
de latencia se expresan como el promedio 3 es8 (ne 10 a 12 y 10 a

20, para hembras y machos respectivamente).
*Ps0.05 en

presentd convulasiodn.

control,

- indica que no se

comparacién con los grupos
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Fig 2. Tiempc de latencia al efecto convulsivo del GMS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS}, control salino (CS)
y control absoluto (CA}. La solucién de GM3 se administrd via ip
y la latencia se registré durante la primera hora postinyeccidn.
Los datos representan el promedio i es (ns 10 a 12); *Ps 0.05.
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Pig 3. Tiempo de latencia al efecto convulsivo del GMS en ratones
macho neurointoxicados neonatalmente (GMS) y control salinmo (CS).
La solucién de GMS se administréd via ip y la latencla se registrd
durante la primera hora postinyeccidn., Los datos representan el

promedio 3 es (ne 10 a 20); *Ps 0.05.
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Fig 4. Curva dosis-respuesta al efecto convulsivo del GMS en
ratones hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control
salino (CS8) y control absoluto (CA). La solucidén de GNS se
administré via ip y la ocurrencia de convulsiones se ragistrd
durante la primera hora postinyeccién. ne 10 a 12; *Ps 0.05.
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ip y la ocurrencia de convulsiones se registré durante la primera
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Tabla 2. Tiempo de latencia y porcentaje de respuesta al efecto

letal del GMS.

Latencia %
- . __(min)

Dosis GNS cs Ch GMS Cs Ca
(g/kg) ——
1.74 9 - - - 0 0 10

4 - jo 0 0
2.29 Y 34.75$1.25 24,00 - 3o 20 0

d - - - 33 10 0
3.02 9 33.25¢14.75 70% 0 0

d 44.50 - 60* 10 0
4.00 9 27.53345.61% - - 100 0 0

d - L - 1500 10 0
5.26 9 31.4334.60% - 100+ 20 0

4 41,92 - 40 80 5
6.92 9 22,59$3.67% 33.98345.64 39.5334.57 |83 S0 60

3 26.36:5.41% - 90+ 80 25
9.12 Y 26.14$2.76* 17.6834,40 31,25$5.40 | 100 30 80

4 34,80$2.17% 33.31342.69 - 100 100 70
Ia solucién de GHS se administrd por via ip a los ratones
neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salino (CS) vy

control absoluto (CA). Se registrs la latencia y el porcentaje de
respuesta al efecto letal durante la primera hora postinyeccidn,
asi como la ocurrencia de muerts durante los 8 dias siguientes,
cada 24 horas. Los resultados de latencia se expresan como el
promedio ¢+ es (n= 10 a 12 y 10 a 20,
respectivamente). - indica que no se presentd muerte, *Ps0,05 en
comparacidn con los grupos control.

para heabras y machos



0 Mems

(Jcs
ol Hea
€ at * ‘
E:m * ‘I‘ . T
; el
5 20 ’ [ )
- J )
10
" I 1L

17 2y 802 100 596 692 9.7

DOSIS (g/kg)

Fig 6, Tiempo de latencia al efecto letal del GMS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salinc (C§)
y control absoluto (CA). La solucidén de GHS se administré via ip
y la latencia se registrd durante la primera hora postinyeccién.
Los datos representan el promedio t es (n= 10 a 12); *Ps 0.05.
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desplazamiento hacia la izguierda de la CDR, tanto en hewmbras como
en machos (Fig 8 y 9, respectivamente), ya que en las hembras del
grupo control el 100 % de letalidad se alcanzd con 9.12 g/kg,
mientras que en el grupo GMS se alcanzd este valor con apenas 4.00
g/kg; y un comportamiento similar se observé en los animales
machos tratados neonatalmente con la neurotoxina.

Al aplicar el GMS por via ic, nuevamente la latencia a la
convulsidn, en términus generales, fue menor en los ratones
neurointoxicados neonatalmente (Tabla 3}, comparada con el
promedio de latencia del grupo control; sin embargo en el caso de
las hembras de los grupos control (Tabla 3; Fig 10) que recibieron
500 pg del GMS, el promedio de latencia fue discretamente menor
que en el grupo neurcintoxicado (Tabla 3; Fig 11); en los ratones
macho con 500 y 724 ug, el valor menor lo presenté el grupo CS y
el grupo CA respectivamente, y con 600 ug la latencia en los
animales GMS fue igual al valor obtenido en el grupo C5. Kl
porcentaje de animales que convulsionaron fue mayor en los grupos
GMS (tabla 3), aunque en las hembras con 500 ug, y en los machos
con 250 y 724 ug, el valor mayor se presenté en el grupo CA; sin
embargo, se nota un deplazamiento hacia la izquierda de la CDR en
los ratones, hembras y machos, que fueron neurointoxicados en la
etapa neonatal con el GMS (Fig 12 y 13, respectivamente)

La latencia a la muerte, también por administracién ic del
GMS, fue menor (Tabla 4) en los animales que recibieron el
tratamiento neonatal con GMS; aunque en las hembras (Tabla 4; Fig
14}, con 500 y 724 ug, el valor menor de latencia lo presentaron
los grupos CS, y el grupo CA en los machos (Tabla 4; Fig 15) con

esta Ultima dosis. El porcentaje de muerte (Tabla 4) fue mayor
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Fig 8. Curva dosis-respuesta al efecto letal del GMS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salimo (CS)
y control absoluto (CA). La solucién de GHS se administrd via ip
y la ocurrencia de muerte se registré durante los 8 dias
siguientes. n= 10 a 12; *Ps 0.05,
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Fig 9. Curva dosis-respuesta al efecto letal del GMS en ratones
macho neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salino (CS)
y control absoluto (CA). La soclucidn de GMS se administré via ip
y la ocurrencia de muerte sa registré durante los 8 dias
siguientes. n= 10 a 20; *Ps 0.05.
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Tabla 3. Tiempo de latencia y porcentaje de respuesta al efecto
convulaivo del GNMS.

Latencia %
(8) .
Dosis GMS [of3} Ch GMS C8 CaAa
(ug) — —
150 @ 8,67+4.7 38 0 0
d 1.5040.4 5.0034 2.0040.8 40 13 50
500 ¢ 8.0042.8 5.9242 4.9341.3 73 67 93
d  762.00$294 1.0040.5 40.67339.7 | 80 50 30
600 ¥ 3,39340.8% 3,5030.6 7.6322.3 93 80 76
4 1.0040 1.00:0 1.3040.3 100 90 80
724 @ 3,8031.3*%  3.83:1.1 4.5740.6 100 60 70
d 11.3314.6 3,2240.5 3.0040.3 86 90 100

La solucién de GHS se adminigtrd por via ic a los ratones
neurointoxicados neonatalmente (GHS), control salino (C8) vy
control absoluto (CA), Se registrd la latencia y el porcentaje de
respuesta durante la primera hora postinyeccidn. Los regultados
de latencia se expresan como el promedio ¢ 68 (n= 8 a 25 y 10 a
15, para hembras y machos respectivamente). - indica que no se
pregsentd convulsidén. *Ps0.05 en comparacién con los grupos
control,
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Fig 10. Tiempo de latencia al efecto convulsivo del GHS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salino (CS)
y control absoluto (CA). La solucién de GMS se administré via ic
y la latencia se registré durante la primera hora postinyeccién.
Los datos representan el promedio : es (n= 8 a 25); *Ps 0.05.
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Fig 12. Curva dosis-respuesta al efecto convulsivo del GMS5 en
ratones hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control
salino (CS) y control absoluto (CR). La solucibén de GMS se
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Tabla 4. Tiempo de latencia y porcentaje de respuesta al efecto

latal del GMS.

Latencia 9

- B - —— I

Dosis GMS cs ChA GES CS5 ChA

(nq) _ . — —

250 ' 843.45* - 50 0 39

! 1534117.50 | 0 27 20

500 ¢ 3614197.37 132469.55 48 56 53
3594216.37

4  5614353.86%  3744373.00 90 60 30 10

600 ¢ 56428.52% 3584174.30  98:28.21 71 33 G8

é 142,14 153:94.38 100 70 80
2394207.25

724 Y 141479.30 126493.83  131482.50 90 60 70

117489.49 63$12.97 2442.24 67 90 80

La solucidén de GHS se administrd por via ic
nourointoxicados neonatalmente (GMS), control
control abgoluto (CA). Se registré la latencia
porcentaje de respuesta al efecto letal durante

a los ratones
salino (CS) vy
al efecto y el
la primera hora

postinyeccién, asi como la ocurrencia de muerte durante los 8 dias
siguiente, cada 24 horas. Los resultados de latencia se expresan
como el promedio t es (ne= 8 a 25 y 10 a 15, para hembras y machos
respectivamente} . - indica que no se presenté muerte. *Ps0.05 en

comparacién con los grupos control,
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Fig 14, Tiempo de latencia al efecto letal del GMS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (CKS), control salino (C5)
y control abpoluto (CA). La solucién de GMS se administré via ic
y la latencia se registré durante la primera hora postinyeccién,
Los datos representan el promedio i es (n= 8 a 25); *Ps 0.05.
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Fig 15. Tiempo de latencia al efecto letal del GMS en ratones
macho neurointoxicadog necnatalmente (GMS), control salino (C8)
y coatrol absoluto (CA). La golucién de GMS se administré via ic
y la latencia se registré durante la primera hora postinyeceidn.
Los datos representan el promedio t+ es (n= 8 a 25); *Ps 0,05,
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e los ratones GMS, aunque en los machos  con 2650 y 724 pg, evste
porcentaje fue wayor en los grupos ¢S. Esto se muestia como un
desplazamiento hacia la izquierda de la CDR, al efecto letal «en
los animales GMS tanto hembras (Fig 16) come wachos (Fig 17)
aunque en el caso de las hembras este desplazamiento fue discrete
con respecto al grupo CA,

Finalmente, los valores de DE,, v DL,, c¢uande el GM§ se
administrd por las dos vias y en ambos sexos, fueron menores on
los animales experiwmentales respecto a sus coutroles. Cuando la
solucién se administrd via ip, tanto el valor de DEg, como de DL,
fueron aproximadamente 1 a 3 veces menor en el caso de los
animales GMS (Tabla 5), y cuando la administracion se hizo por via
ic, estos valores fueron aproximadamente de 1 a 2 veces nenores
respecto a los animales control (Tabla 6), e incluso no se pudo
calcular la DEg, del grupo CA de ratones macho, cuando se hizo la
administracién ip, debido a la ausencia de convulsiones durante
la primer hora postinyeccidn.

Cabe seflalar que, salvo cuando el GMS se administrd por via
ic en los ratones mache GMS, CS y CA, el valor de la DL, fue menor
que el de la DE,,.

Por otra parte, es importante mencionar que la administracidn
del GMS, por ambas vias, produjo en los animales experimentales,
en una mayor proporcién y con una mayor intensidad, otros efectos
conductuales como hiperactividad, saltos, acicalamiento, rascado
de cabeza y castados del cuerpo, movimientos circulares
estereotipados e hiperexcitabilidad a la estimulacién manual.

También se observd que cuando el GHS se administrd por vii

ip, en términos generales, hubo una sensibilidad diferencial,
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Fig 16. Curva dosis-respuesta al efecto letal del GMS en ratones
hembra neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salino (CS)
y control absoluto (CA). La solucidén de GMS se administré via ic
y la ocurrencia de muerte se registré durante los 8 dias
giguientes. n= 8 a 25.
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Tabla §. Dogis efectiva cincuenta al efecto convulsivo (DE,) vy
letal (DL,,) del GMS.

GM8 cS Ch
DE,, 3.9 >12.00 7.6
(3.1-4.9) (6.1-9.6)
4 5.8 11.2 >12.00
(4.6-7.38) (8.0-14.3)
DL,, Q 2.8 5.3 5.1
(2.1-3.7) (2,9-9.6) (3.6-7.4)
¢ 3.2 §.7 8.4
(2.3-4.4) (3.7-5.9) (7.1-9.8)

La soluclén de GMS se administrd via Ip a 1los ratonss
neurointoxicados neonatalmente (GMS), control salino (CS) vy
control absoluto (CA), a varios niveles de dogis. Se realizaron
curvas dosis-respuesta al efecto convulsivo y letal del GHS, y con
los resultados obtenidos se calculéd la DE,, y DL,, por el método de
Litchfield y Wilcoxon (83), con los limites de confianza al 95 %.
Los valores estdn expresados en g/kg.



Tabla 6. Dosis efectiva cincuenta al efecto convulsivo (DE,) y
latal (DL,;) del GHS.

GHS cs ca

D, 9 309.5 955.0 842.6
(244.5-391.7) (657.2-1387.0) (708.4-1002.3)

$ 282.3 £14.0 331.1
(18€.9-427.0) (286.0-600.0) (41.3-2655.4)

DL, ¢ 307.3 619.3 382.8
(470.9-2006.0) (435.7-880.2) (244,7-598.7)

$ 430.8 435.1 517.12
(308.1-602.9) (323.8-584.6) (124.7-2144.4)

La solucidén de GHUS go administrd via ic a los ratones
neurcintoxicados neonatalmente (GMS), control salino (C8) vy
control absoluto (CA), a varios niveles dao dosis. Se realizaron
Curvas dosis-respuesta al efecto convulsgivo y letal del GHS, y con
los resultados obtenidos se calculé la DE;, y DL,, por el método de
Litchfield y Wilcoxon (83), con los limites de confianza al 95 %.
Los valores est&n expresados en ug/5 ul.
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entre sexos, tanto para el efecto convulsivo como parva el efecto
letal de este farmaco, pues las hembras fueron mds sensibles que
su respectivo grupo de machos, como lo muestrvan los valores de DE,,

y DL, (Tahla L y 6). Sin embargo este fenémeno no se observd de

igual manera cuando se hizo la administracidn ic.
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7.0 DISCUSION

Los resultados obtenidos sefialan que el tratamiento neonatal
con GMS en el ratdn, tanto en las hembras como en los machos,
produce un incremento en la sensibilidad a la adwinistracion del
propio aminodcido excitatorio en la edad adulta de los animales.
Estos resultados son acordes con los reportados en otros estudios
(15,16,17,50,143) acerca de que el tratamiento neonatal con GMS
en esta especie, modifica la sensibilidad a la estimulacién
eléctrica y quimica en la edad adulta de los animales. Esta
afirmacién estéd sustentada en la latencia menar y porcentaje mayor
de ambos indicadores: convulsidén y muerte; si bien son una
excepcidén los grupos de hembras cuando el GMS se administré via
ic, donde los animales CA murieron en tiempos mds cortos que Los
ratones GMS, Esta discordancia la atribuimos a la influencia que
puede ejercer el factor hormonal particularmente notable en
hembras,

Hasta ahora se desconoce el mecaniswo que particips en el
incremento obgervado en la gensibilidad a los efectos convulsivo
y letal inducidos por el GMS, pero la observacién de que la
denervacién quirdrgica, as{ como la destruccién neuroquimica y el
desuso neuronal, inducen cambios fisiolégicos wediados por
fenémenos de plasticidad neuronal, en las células que presentan
en su membrana receptores para las moléculas producidas por las
células nerviosas afectadas (174), y la destruccién de neuronas
provocada por la administracidn neonatal de GMS, permiten pensar
que esta neurotoxina podria destruir células nerviosas

glutamatérgicas, y que la disminucién en la cantidad de estas



terminales traeria come consecuencia uwl desceuso  en la
cantidad de GLU capturado vy liberado. Debido a fenfmenos de
plasticidad del SNC en la etapa juvenil, las neuronas que poseen
receptores para el neurotransmisor podrian sintetizar receptores
nuevos, asi como formar un nimero mayor de contactos sindpticos,
lo ¢que aumentaria la cantidad de awbos como una forma de
compensar las cantidades bajas del GLU (Fig 18), Tal incremento
daria como resultado una mayor excitabilidad neuronal eh la etapa
adulta de los organismos, al permitir que un nimero wmayor de
moléculas de GLU interaccionen con estos receptores y provoquen
un incremento en la entrada de Ca’ que da como resultado una
hiperexcitacién, la cual se expresa como convulsiones e incluso
muerte a niveles de dosis claramente menores que las adwinistradas
a los animales no neurointoxicados neonatalmente. Esta hipdtesis
es factible si consideramos la capacidad del GLU para actuar como
un factor de crecimiento neuronal e influenciar la diferenciacién
neuronal (3,129}, as{ e inducir cambios pldsticos en las células
nerviosas {99), lo que sugiere que la exposicién neonatal al GLU,
a la vez que destruye neuronas puede, de forma secundaria,
promover el desarrollo de sinapsis en otras, y se ha propuesto que
de esta forma las neuronas no dailadas por el GMS pueden ser
estimuladas inapropiadamente para iniciar su degarrollo (30), vy
que esta propiedad del GLU podria resultar en una conectividad
anormal de los circuitos neuronales que participan en procesos
tales como el control de la liberacién ténica de hormonas u otras
funciones hipotaldmicas integrativas (30). Ademds existen

evidencias de que se puede estimular esta plasticidad con respecto



KMODELO DE REGULACION POSITIVA IRDUCIDA
POR LA EXCITOTOXICIDAD DEL GLUTAMATO
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Fig 18, Representacién del modelo de regulacién positiva inducida
por la excitotoxicidad del glutamato (GLU) y mediada por fendmenos
de plasticidad neuropal: a) Sinapsis glutamatérgica, b) Lisis
neuronal (excitotoxicidad), c¢) Incremento en la expresidn de
raceptores mediado por la plasticidad neuronal y d) Unién de un
ninero mayor de moléculas do GLU.



a los receptores relacionados con el GLU. En este sentido, Hikiji
y col (57) reportaron datos que indican que el "Kindling"
amigdalino en ratas produce un incremento en la sintesis de
receptores a kainato en la regién CA3 del hipocampo, y se ha
wostrado que el "kindling" quimico con pentilentetrazol, en esta
misma especie, produce un aumento en la unidn de GLU a la membrana
celular en hipocampo Yy varias estructuras neocorticales,
aparentemente por un incremento en la densidad de r'eceptores
(152). De igual manera, los datos neurofisioldgicos y de unién
claramente han mostrado que e el incremento de la unidn del GLU,
observado en ratas sometidas al "kindling" eléctrico, participan
los receptores de tipo NMDA (14,185).

Ahora bien, debemos considerar que el aumento en la
sensibilidad al GHMS, en los animales neurointoxicados
previamente, también podrfa radicar en una supresion del
sistema GABAérgico, pues hay evidencias de que la activacion
de los receptores metabotrdpicos a GLU induce una depresidn de
la actividad de este sistema (84), asi como que la activacién
de los receptores NMDA en las neuronas de la regién CAl induce
una reduccion de la neurotransmisién GABAérgica (163), lo que
resulta en una mayor excitabilidad sindptica; ademds de que el
dcido kainico inhibe la expresién de la subunidad a del receptor
a GABA (45), y ésto puede dar como consecuencia una alteracién de
la iphibicién GABRérgica. Existen ademis evidencias de la
influencia que pueden ejercer las hormonas sexuales, y sus
netabolitos activos, sobre la sensibilidad de los receptores a
neurotransmisores convencionales, pues se ha reportado que los

receptores a quiscualato y MMDA son afectados, en su funcién, por



los esterolides (1%9)  En este sentido, ol efecto mejor estudiadoe
¢4 la potenciacidn de las funciones inhibitorias GABAérgicas pov
la progesterona y la desoxicorticosterona, ademds de los
metabolitos activos de éstas, tales como la 3-a-hidroxi
diliidroprogesterona, b-a-preguanolona, 5-f-pregnanolona y 5 u
pregnandiolona  (78,87,95,159)- y se lha wmostrado que la
praogesterona suprime la respuesta excitatoria de las células de
pPurkinje al GLU, mientras que el estradiol tiene el efecto opuesto
(159) . Este hecho permite suponer que el desarrollo gonadal
deficiente, provocado por el tratamiento neonatal con GMS, da como
resultado niveles anormalmente bajos de hormonas sexuales que
coadyuven a la accidn inhibitoria del GABAR, y ésto da lugar a una
excitacién exacerbada producida por el GLU. Ademds existe una
estrecha relacién entre la biopintesis de GABA y GLU (56G) pues,
en este sentido, se ha observado que las ratas fetales son wis
sensibles al GLU que las adultas (173), y se piensa que esta
vulnerabilidad mayor de las neuronas embrionarias puede ser
explicada parcialmente por los niveles bajos de GAD presente en
el cerebro fetal (1%4), enzima que a partir del GLU como
substrato sintetiza GABA; vy ya otros autores (155%) han
considerado la posibilidad de que en la modulacién de la
toxicidad del GLU, bajo condiciones patolbgicas, participen
algunas anormalidades en el proceso mismo de biosintesis del GABA
(155). Lo anterior sugiere que el aumento en la sensibilidad al
GM3 puede ser consecuencia de una diswinucidén, o posiblemente
inhibicién, de la enzima GAD, debido a la exposicidén neonatal a
la neurotoxina, lo que da como resultado un exceso de GLU, al

administrarlo en la edad adulta, y niveles de GABA insuficientes



para contrarrestar la neuroexcit.icién  por ste  aminoacido
excitatorio.

Por otra parte, desconocemos la causa, o causas, de la
diferencia intersexual en la sensibilidad a los efectos convulsivo
y letal del GLU administrado en la etapa adulta de los animales
aungue este hallazgo es acorde con otras observaciones acerca de
un dimorfismo sexual en la respuesta a diversos fdrmacos que
actian en el SNC, y a farmacos que afectan la rransmisién
GABAérgica (131}, incluide el GLU y algunos agonistas y
antagonistas de los receptores a este neurotransmisor. Este
fenémenc también es acorde con las evidencias de gque existen
diferencias sexuales en las respuestas mediadas por el receptor
NMDA en ratas, ya que se ha observado que las hembras de esta
especie son mucho wds sensibles que los machos a los efectos
conductuales del MK-801, un antagonista del receptor NMDA (62).
hdemis existen otras diferencias, entre sexos, en las
modificaciones fisiol6gicas resultantes del daflo con GMS, tal es
el caso de la diferencia en el efecto del GMS sobre la secrecidn
de hormona del crecimiento provocada por el factor liberador de
ésta (176).

Por una parte se sabe que las ratas hembra eliminan varios
farmacos wmds lentamente que las ratas macho (62), lo que permite
sugerir una diferencia intersezual en la compartimentalizacidén del
aminodcido, en los ratones, y con ésto se permitiria que la
neurotoxina ejerza su accién de manera mds intensa y prolongada
en las hembrag, diferencia que se muestra como una intensidad
mayor en sus efectos scbre los ratones de este sexo. En tal caso

la diferencia observada podria ser consecuencia (nicamente de una
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diterencia de tipo farmacocinético.

Las hormonas sexuales también podrian considerarse entre
las causas posibles de la diferencia observada entre sexos, pues
se sabe que las diferencias intersexo que afectan las funciones
del cerebro resultan de los niveles distintos de estas hormonas,
asi como de diferencias de desarrollo u organizacidn entre los
sexos {67), y que a su vez estas diferencias estructurales
intersexo en el SNC pueden ser inducidas por los esteroides
gonadales (54), los cuales pueden afectar los cambics inducidos
por fadrmacos a nivel de receptores en el cerebro (73) e influir
en el metabolismo de monoaminas en el SNC (171). De esta forma,
es posible que la diferencia observada, en la sensibilidad al
GMS, sea consecuencia de una diferencia de tipo funcional
nivel del SNC y de la diferencia intrinseca en los niveles de
hormonas sexuales, en particular de algunas hormonas que depriman
la transmisién glutamatérgica y que potencien la inhibicién
GABAérgica en los machos, o bien que tenga un efecto opuesto en
las hembras, lo que da como resultado una sensibilidad mayor al
GLU en los animales de este Gltimo sexo. Asf, al retomar la idea
de una disminucién en los niveles de hormonas sexuales pox
desarrollo gonadal deficiente, podria explicarse que ain en los
animales neurointoxicados neonatalmente pueda apreciarse esta
diferencia, y esta idea apoya la posibilidad de que los niveles
bajos de hormonas sexuales son responsables de la respuesta
excitatoria exacerbada en la etapa adulta de los ratones. Por
otra parte, existen evidencias de que las hormonas gonadales
pueden afectar la concentracidn y sintesis del GABA (38,186),

pues se ha observado que en el ratdn la orquidectomia incrementa
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la concentracion de GABA en vari: reqrones  cerebhvalos (L)

2515 de eate

mientras que el decremento en la concentracicn i sint
neurotransmisor, obtenido en varias regiones cerebrales  despues
de la castracién en ratas, ha podido revertirse por Ja
administracion de testosterona (38); ademds de que Manev y Fericic
(89) mostraron que en ratones y ratas macho, la sensibilidad a las
convulsiones, relacionadas con el blogueo de la neurotransmisién
mediada por GABA, dependen de la presencia de las hormouas
gonadales masculinas

Por lo anterior podemos pensar que el desarrollo testicular
deficiente que resulta del tratamiento neonatal con GHMS, en los
animales macho, contribuye a la disminucidén de la sensibilidad a
los efectos convulsivo y letal del GLU al permitir el aumento de
los niveles de GABA, y este neurotransmisor podria inhibir el
efecto neurcexcitador del GLU, gque se mostraria coma una
disminucién en la sensibilidad a sus efectos cuando éste se
administra en la edad adulta de los animales, mientras que el
desarrollo deficiente de los ovaries podria no alterar la
respuesta a los efectos del GLU. Este hallazgo es acorde con
observaciones preliminares de que la extirpacién de las gonadas,
en ratas adultas, interfiere con las convulsiones inducidas por
picrotoxina en los machos pero no en las hembras (89), lo que da
como consecuencia una mayor respuesta en las hembras en
comparacién con los machos. Esto permite pensar que ademis de la
disminucién en la actividad de la GAD, por efecto del GLU, la
ausencia o disminucién de las hormonas gonadales, producida por
el efecto neurotéxico del newrotransmigsor, también podrian estar

influyendo en la respuesta al GM3.



Por otra parte, el hecho de que esta diterencia se haya
observade de manera menos clara, cuando el GMS se administrd por
via ic, puede ser consecuencia de la dificultad para registraxr las
convulsiones en este caso, pues debido a que el fdrmaco penetra
de manera directa y répida al SNC el efecto excitatorio es
exacervado y en wuchog casos los animales wueren sin que se haya
presentado convulsidn de wanera clara.

Debewos seflalar también que hubo animales que murieron sin
que se presentaran, de manera clara, convulsiones durante la
primera hora postinyeccidn, lo cual podria explicar que los

valores de la DL, sean menores que aquellos para la DE,.
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8.0 CONCLUSIOHES

A) El tratamiento neonatal con GMS en el raton, tanto on
hembras cowo en machos, produce un incremento en la sensibilidad
a los efectos del propio GMS por la administracidn de este, tanto
por via ip como por via ic, en la edad adulta de los animales.

B} Las hembras muestran una wayor sensibilidad que los wachos
a la administracidon del GMS en la etapa adulta.

Estos hallazgos peodrian estar wediadcs por fendmenos de
plasticidad neuronal y por un desequilibrio, entre los sistemas
de neurotransmision excitatoria glutamatérgica e inhibitor;a
GABRérgica, que a su vez pueden estar influenciados por las
hormonas gonadales; sin embargo, se¢ requieren estudios que
analicen el efecto del tratamiento neonatal con GMS sobre la
sintesis y liberacién del GABA as{ como la actividad de la GAD,
Yy que traten de establecer la manera en que influyen las hormonas

sexuales sobre los efectos de este neurotransmisor excitatorio.
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