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ABREVIATURAS

AAE : aminoéacidos excitadores.

AcAc : acetoacetato.

ADP : adenosin difosfato.

AMP : adenosin monofosfato.

AMPA : a-amino-3-hidroxi-5-metililoxazol-4-propiénico.
AMPc : AMP ciclico.
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. kf;HMG CoAﬁ B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA.

HzOz peréxndo de hidrogeno.
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RA” :kintravenoso.
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IP3 : inositol trifosfato.
MK-801 : (+)-5-metil-10,‘l1-dihidroxi-5H-dibenzo(a.d)clc!ohpetano—S,10-imlna maleato.
NAD : nicotin adenina dinucledtido.
NADH : forma reducida del nicotin adenina dinucleétido.
NMDA : N-metil-D-aspartato.
NO : éxido nitrico.
"O2 : radical superdxido.
ONOO' : peroxinitrito.



PDC : L-trans-2,4-pirrolidin dicarboxilato.
R AMPA : receptores a AMPA.

R NMDA : receptores NMDA.

R no-NMDA : receptores AMPA y Kainato.
ROS : especies reactivas de oxigeno,

rpm : revoluciones por minuto.,

$.C, ! subcutaneo,

SNC : sistema nervioso central,



RESUMEN

La alta demanda energética del cerebro depende principalmente del aporte de
glucosa. Cuando este aporte no es suficiente, ya sea durante un periodo de isquemia
subsecuente a un accidente vascular cerebral, o bien durante un estado de hipoglicemia,
ocurre muerte neuronal, siendo la capa CA1 del hipocampo una de las regiones mas
vulnerables. La busqueda de sustratos metabolicos alternativos a la glucosa que puedan
restituir los niveles energéticos en estas condiciones podria ser una nueva estrategia para
prevenir el dafio neuronal. Se conoce que la muerte asociada a la isquemia y a la
hipoglicemia es en parte mediada por glutamato, ya que éste se libera al espacio
extracelular en estas condiciones, y antagonistas de sus receptores previenen sus efectos
toxicos. In vivo el glutamato per se no es toxico, ya que si se administra en el cerebro de
roedores o bien se inhibe su recaptura, induciendo una elevacion importante de sus
niveles extracelulares, no causa dafio, a menos de que se administre a concentraciones
muy elevadas o que el metabolismo energético celular se encuentre inhibido.

En este trabajo, se usé un modelo cronico de inhibicidn glicolitica, utilizando
yodoacetato que es un inhibidor de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Se
inyectaron ratas con yodoacetato (15 mg/kg) durante tres dias. Al tercer dia los animales
recibieron una inyeccion intrahipocampal de un inhibidor de la recaptura del glutamato
(500 nmol/ul), el L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC). En este modelo, que mimetiza
lo que ocurre durante un estado de hipoglicemia, se observa degeneracién de las células
de la capa CA1 del hipocampo. Bajo estas condiciones se estudio el posible efecto
neuroprotector del acetoacetato, un cuerpo cetonico capaz de incorporarse al ciclo de
Krebs como acetilCo-A, administrado por diferentes vias. Los resuitados indican que el
acetotoacetato es capaz de proteger contra la muerte neuronal. Para saber si los efectos
protectores estaban relacionados con un incremento de los niveles de ATP, éstos se
determinaron en el hipocampo y en el estriado de ratas cuya glicélisis habia sido inhibida,
y que posteriormente fueron tratadas con acetoacetato. Los resultados indican que el
acetoacetato tiende a incrementar los niveles de ATP, siendo este efecto significativo en
el cuerpo estriado. En las ratas tratadas Unicamente con el yodoacetato los niveles de
ATP disminuyen ligeramente de forma transitoria en ambas estructuras, recuperandose
los niveles de los animales control en un lapso no mayor a las 8 h.



| INTRODUCCION

Es un hecho bien documentado que la principal fuente de energia que el cerebro
utiliza para mantener sus funciones, es la glucosa. El cerebro tiene muy pocas reservas
de glucosa, es decir, tiene muy poco glucdgeno, y éste solo se sintetiza cuando los
niveles de ATP son altos, lo que esté regulado por 2 isoformas de la glucégeno sintetasa
(Clarke y Sokollof 1999).

La glucosa es metabolizada por medio de la glicdlisis hasta piruvato,
posteriormente éste, en condiciones aerobias, es convertido en acetil-CoA, el cual es
capaz de Incorporarse al ciclo de Krebs, Por esta vla la utilizacion de una molécula de

glucosa produce 38 moléculas de ATP. En condiciones anaerobias, el piruvato forma

‘la e ATP es mucho menor, siendo la via anaerobia insfuciente para

Iac_:tato, y la ganan

,(Cla'rkVé'»vy iSiq o angulneo esté altamente regulado y cuando éste se

i lnterrumpe “ya'sea por. un romplmiento vascular o por un trombo, provoca una hemorragia

0 una isquemia y se "observa muerte neuronal. En lesiones isquémicas se distinguen dos
areas, el foco isquémico, donde hay muerte celular inminente y la zona de penumbra,
cuya extension varia dependiendo del flujo sanguineo colateral, esta Ulltima zona es
potencialmente rescatable (Lipton 1999).

Del aporte total de glucosa, el 25% es consumido por el cerebro, en donde la
mayor parte es utilizada en procesos de transporte y en la conservacion de los gradientes
iénicos (Clarke y Sokollof 1999). Por esta razén en condiciones de hipoglicemia severa, la
alta demanda del cerebro por este sustrato se ve limitada, lo que puede ocasionar dafio

celular (Wieloch 1985; Matthews y col 1996).



E! estudio de posibles agentes neuroprotectores contra la muerte neuronal
asociada a la hipoglicemia y a los accidentes vasculares cerebrales es relevante, ya que
estas condiciones representan una importante causa de muerte y de incapacidad
funcional permanente. El 30% de los casos de isquemia son letales (Dirnagl y col 1999) y
otro 30% son incapacitantes. En México se registran 25,000 muertes al afio, siendo los
accidentes vasculares cerebrales la sexta causa de muerte en nuestro pais (INEGI 2001),
mientras que en Estados Unidos son la tercera (Wolf y col 1992). Alrededor de la mitad de
las personas que sobreviven a uno de estos accidentes cerebrales presentan un
importante déficit neurolégico y una discapicidad fisica notoria (Brandster 1990).

Durante la hipoglicemia, en un inicio se activan mecanismos compensatorios a

nivel sistémico, pero si la concentracion de glucosa en la sangre disminuye de 4-5 mM a

un nivelydel'z. Mkf’éé‘prélsen'ta confusién y delirio, y si sus niveles siguen descendiendo
se br’éﬁs‘é‘ntan Isi ‘6nv,L:_1lsivas, y en casos muy severos coma. Clinicamente este
‘ én Qna disminucién de la actividad del sistema nervioso central
(SNC siendo’la roéﬁral la primera en verse afectada (Butterwoth 1999). Se han

ideéarrolladogdlversos-mod'elbs animales para mimetizar las condiciones patobiolégicas

que se U do el requerlmlento del cerebro de oxigeno, de glucosa o de ambos,

no se ve satisfech con eI objetivo de buscar estrategias eficaces que promuevan la

o proteccion neuronal y mejoren la recuperacion funcional. Experimentos en modelos

animales y en preparaclones in vitro han demostrado que periodos de hipoglicemia dan

lugar a muerte | euror a cual presenta caracteristicas muy similares a las de la muerte

isquémica y poéibl ente ;éa inducida a través de mecanismos comunes (Wieloch 1985;

Zeevalky Nl‘cyk‘la'sb1‘§91;k IZL(fhi y col 1997).
En condiciones de hipoglicemia e! cerebro es capaz de utilizar sustratos
alternativos a la glucosa con el objetivo de satisfacer su demanda energética. Estos

sustratos son algunos intermediarios del ciclo de Krebs y amino acidos como la glutamina



. En Vpeﬁrlodos de inanicidn también es capaz de utilizar cuerpos ceténicos ya

Ly glr g!yta'rhato

que su cqncentracléh en sangre aumenta (Owen y col 1967).
1.0 Glicsliss,

Dada la necesidad cerebral de obtener energia a partir de la glucosa, esta via es
una de las mas activas. A nivel sistémico tiene un control hormonal muy estricto para
mantener la concentracion sanguinea de la glucosa (4-5 mM) casi sin cambios. Dos
hormonas pancreaticas estan involucradas en ésto; cuando su concentracion sanguinea
disminuye el pancreas libera glucagon que estimula el rompimiento de glucégeno e inhibe

la glicolisis en los hepatocitos. Mientras que cuando sus niveles son altos se secreta

la moléculaf'dt;a rbor ‘v_Jséf‘ro‘rripe!keanKmbléculas de 3 carbonos, dando 2

molréculas: de glice,ralc‘iieh‘ic'lb’3-foéfato‘ Las enzimas limitantes de esta fase son

la hé’xoqina_sai y 'Ié'j"fdsfcviffuctoclnasa-1, y estan altamente reguladas no sélo por

sut‘ ﬁfo ucto 4si’no que la fosfofructocinasa-1, ademas se inhibe por la

{bonceriﬁ'ééién de ATP y la de citrato, y se estimula por la presencia de AMP,

ADP y fructosa-2,6-bifosfato. Esta tltima disminuye en presencia de giucagon
“Inhibiéndose asi esta via.

- Fase de ganancia: en ésta las moléculas de gliceraldehido 3-fosfato son

oxidadas dando 2 moléculas de piruvato y la energia liberada es recuperada

como 4 moléculas de ATP y 4 de NADH. Aunque la ganancia neta sera de dos
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~ Glucogenolisis
A ATP
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Figura 1. Glicolisis. Las enzimas involucradas en esta via son: 1) hexocinasa, 2) fosfohexosa isomerasa, 3)
fosfofructocinasa-1, 4) aldolasa y triosa fosfato isomerasa, 5) glicegliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 6)
fosfoglicerato cinasa, 7) fosfoglicerato mutasa, 8) enolasa, 9) piruvato cinasa. Las reacciones de la 1-4
componen la fase de preparacion y de la 5 en adelante la fase de ganancia. Entre paréntesis se Inidica el

numero de moléculas producidas por cada glucosa degradada.



moléculas de ATP pues en la fase preparatoria se utilizaron 2. El yodoacetato (I0A),
inhibe a la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), la primera enzima de ia
fase de ganacia. El piruvato producido podra entrar al ciclo de Krebs en presencia de Oz y

en condiciones anaerobias el piruvato se convertira en lactato.
1.1 Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

Es una enzima vital eﬁ la glicélisis. Tiene un peso molecular total de 146,000 Da y
es un tetramero, es dedlr, esta compuesta por 4 subunidades idénticas (Figura 2) con una
confdrmaclén de dimero de dimeros. La secuencia primaria esta altamente conservada
(més de 60%) desde las especues |nfer|ores como la levadura, hasta las especies
,’superlores Los residuos mas conservados se Iocahzan en la region donde se une el NAD,
: ,‘ielk snlo acﬂvo donde se une el sustrato, y en las zonas encargadas de formar el tetramero.
Cuando se une el NAD se sabe que ocurre un cambio conformacional (Harris y Waters

1978).

+ ICH,COOH ———+
(10A) l

GAPDH
no funcional

Figura 2. Estructura de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y su inibicion por el yodoacetato (IOA).
Cada color representa una subunidad, las cuales se ensamblan formando una estructura de dimero de
dimeros. La cisteina 149 se localiza en el sitio activo, donde se une eI sustrato, y es en ésta donde actua el
IOA dejando a la enzima inactiva.



La inhibicién de la GADPH por el IOA es irreversible, ya que éste reacciona con una
cisteina (Cys-149) que se localiza en el sitio activo de la enzima, acetilandola. Se sabe
que esta cisteina es fundamental para la funcion catalitica de la enzima, y que es un
motivo muy conservado en la GADPH de diferentes especies (Harris y Waters 1976), ya

que ahl“se une el sustrato (Figura 2), En resumen esto es lo que ocurre:

o GADPH+ IOA'TT;_)' HI + GADPH-acetato (enzima no funcional)

Esta Inhlblcién provoca que se acumulen hexosas fosfatadas de la primera fase de

la gllcohsns por Io que su admlmstracnon repetida se considera un modelo cronico de

, Inhlbicion glicolltlca.

esto en evidencia que esta enzima no sélo tiene upa funcién en el

“metabolism a glucosa. sino que se ha demostrado que esta involucrada en diferentes

fUanoh s tales’como: la activacion transcripcional, reparacion del DNA, ensamblaje de

microtubul over 1999) slendo su localizacion celular determinante para su funcion.

Recnentemente esta enzlma ha recibido una atencion especial, pues se ha asociado con

enfermedades ;neurodegeneratlvas, como la enfermedad de Huntington (EH). Se ha
observado’q’ue la proteina huntingtina cuando tiene una extensién de poliglutaminas,
como ocurre en la EH, puede unirse a la GADPH inhibiéndola (Burke y col 1996).
También se ha descrito que la GADPH puede unirse a la proteina precursora del
B amiloide, implicada en la enfermedad de Aizheimer, aunque las implicaciones
patofisiologicas de esta interaccion se desconocen (Schulze y col 1993). Se ha reportado
ademas que la actividad de la GADPH se encuentra reducida en fibroblastos de pacientes
con estos dos padecimientos (Mazzola y Sirover 2001). También se cree que participa en

el inicio de la apoptosis {Berry y Boulton 2000).



2.0 Ciclo de Krebs

El piruvato por medio de la piruvato deshidrogenasa se convierte en acetil-CoA
generandose también NADH. La acetil-CoA es capaz de incorporarse al ciclo de Krebs
condensandose con el oxaloacetato. Este ciclo consiste en 8 reacciones mitocondriales
en donde se prbdhcen 6 NADH, 2 FADH,, 2 ATP y 4 CO, por cada dos moléculas de
piruvato (FlgUra 3). Aqui, resulta limitante la disponibilidad de oxaloacetato y de NAD".
Ademés, los intermediarios del ciclo son utilizados en procesos biosintéticos. El ciclo esta
altamente regulado, siendo las concentraciones altas de ATP y de NADH inhibidoras a

varios niveles, mientras que la presencia de ADP estimula el ciclo.

CHs-CO ~SCoA+1 110 CoA(SI)
Acetil CoA
coot Goon
HNADI co Gl tho
HO-CCOOMH
s i1y : COOl
NAD: A Cliy
COOll ' Cie
COO |©Ouloa<«-uln oH Q@ cCoont
H.GOH trato
” cu
I .
! cool
coon cis-Acoqitato
thO Malato
HO
COOt
(o }] coOon
CH CHe
COOH H-CCOON
Fumarato H-COtH
DI ey ® CooH
cooH Isocitrato
AD Clila +
FAL il coOH NAD
<oon CHy NADI1+1*
Succinuto H-CCOOH
cO
[#0 e} .
GTP+CoA(SH) @ Cite " COOH @ COOM
X Clir Oxalosuccinato
GOPPI O G
P Qe .
C()S‘(»OA P COr
Succinll CoA toon

OcCetogiutarato

CORNADHI*CoA(SH)
NAD*

Figura 3. Ciclo de Krebs. Este ciclo se lleva a cabo en la mitocondria, y empieza por la condensacién de una
molécula de acetil-CoA con una de oxaloacetato formando citrato. Las enzimas del ciclo son: 1) citrato
sintasa, 2) aonitasa, 3) isocitto deshidrogenasa, 4) a-cetoglutarato deshidrogeneasa, 5) succinil-CoA
sintetasa, 6) succinato deshidrogenasa, 7) fumarasa, 8) malato deshidrogenasa.



3.0 Fosforilacién Oxidativa

La cadena respiratoria de la mitocondria estd compuesta por una serie de
acarreadores de electrones, que son proteinas de membrana con grupos prostéticos
capaces de aceptar y donar electrones, en una secuencia fija (Figura 4). Aqui los
equivalentes reductores donan sus electrones, y éstos fluyen por la cadena respiratoria
hasta formar agua a partir de oxigeno molecular. La energia de cada paso se traduce en
la salida de H* de la matriz mitocondrial donde su concentracién es baja, hacia el exterior
donde estan altamente concentradoé. Esto hace que la mitocondria tenga un potencial

electroquimico negativo en elgyint""ior._ Este proceso esta acoplado a la ATP sintetasa, la

cual utiliza la energia de la entrada de H* a la matriz mitocondrial para sintetizar ATP.
En este proceso por cada molécula de NADH se producen 3 de ATP, mientras que

por cada FADH,, se obtienen 2 de ATP.

LI

e AR L A S O O
ENINTO TN l\-" Ei
ntermeatinaiag ‘!‘H+

{f
i

NADH-O
teductasa

Cilovtuna
tediv lasa

20ley 2

Figura 4. Fosforilacién Oxidativa. Se lleva a cabo en la membrana interna de la mitocondria, y consiste en una
serle de reacciones de oxido-reduccion que contribuyen al mantenimiento del potencial electroquimico de la
miitocondria, la energla de este potencal se utiliza por la ATP sintetasa para producir ATP.



Tomando esto en cuenta podemos decir que la oxidacién completa de una

molécula de glucosa produce 38 moléculas de ATP.
4.0 Excitotoxicidad

El glutamato es un aminoacido que actla como el principal neurotransmisor
excitador del SNC, Hace casi 50 aiios Lucas y Newhouse (1957) administraron glutamato
a ratas neonatas, y observaron neurodegeneracion en la retina. Sin embargo, fue Olney
(1969) quien acufid el término de excitotoxicidad. Este se refiere a la propiedad del
glutamato y otros aminoacidos excitadores, de causar neurodegeneracion por la
estimulacién excesiva de sus receptores postsinapticos (Olney 1994). En este proceso se

han descrito dos fases muy marcadas, la primera consiste en un hinchamiento celular que

;no és,éor al seguida de una desintegracion membranal retardada de la

y “”Iaros aunque se ha sugerido que clertos iones (Na*, cr

odante sobre todo el i6n Ca®* (Chot 1892), Se ha implicado
la actlvaclén de cienos receptores postslnépticos glutamatérgicos en la muerte neuronal

excitotoxica ya que sus antagonistas son capaces de evitarla (Choi y col 1987; Choi

1988).

4.1 Receptores a glutamato

Existen dos variedades de receptores para el glutamato, unos forman en si un
canal permeable a ciertos iones, por lo que se conocen como receptores ionotrépicos
mientras que los otros, estan acoplados a proteinas G, las cuales actlian en las cascadas

intracelulares de segundos mensajeros y son conocidos como metabotropicos.



- Receptores ionotrépicos: son pentameros formados por distintas subunidades, las

cuales atraviesan la membrana 4 veces, formando un canal con permeabilidad especifica

para ciertos cationes., Se han descrito diferentes tipos de estos receptores, con

propiedades farmacoldgicas y electrofisiolégicas particulares y se han clasificado de

acuerdo a los agonistas que los activan, y estos son: receptor a N-metil-D-aspartato

(NMDA), receptor a kainato, y el receptor al acido o-amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-

propidnico (AMPA). A éstos dos Ultimos también se les agrupa como receptores no-NMDA

(R no-NMDA) puesto que algunas subunidades reconocen a los dos agonistas.

Receptores no-NMDA (AMPA-kainato): estan involucrados en la transmision sinaptica
rapida en el SNC, y se desensibilizan rapidamente. Son permeables principalmente a
Na* y K. Existen diversas subunidades, las cuales se dividen en tres grupos: a)
GluR1-GiuR4, tienen alta afinidad por AMPA y baja por el kainato. b) GIuR5-GIuR?,
cuyas afinidades por ambos agonistas son similares. ¢) KA-1 y KA-2, que son mas
afines por el kainato pero no son capaces de formar por si solos receptores
funcionales. Se ha visto que después de procesos de edicién del RNA mensajero, las
subunidades GIuR2, GIuR5 y GiuR6 pueden ser permeables a ca® (Nakanishi 1992).
Receptores NMDA (R NMDA): se les ha asociado con fenémenos de plasticidad. Son
altamente permeables a Ca?*, K* y Na*, de manera voltaje-dependiente ya que
normalmente el canal est4 bloqueado por un i6n Mg?*, y éste se libera cuando hay
una despolarizacién. La entrada de Ca** por estos receptores es un factor muy
importante para el desencadenamiento de la muerte neuronal excitotoxica. Ademas, el
receptor tiene sitios de modulacion, donde se unen la glicina, las poliaminas y el Zn%.
También tiene otros sitios de regulacion, tal como sitios de fosforilacion en la parte
citoplasmica, los cuales juegan un papel importante en la generacion de la

potenciacion a largo plazo. Existen dos tipos de subunidades, la NMDAR1, de la cual



existen 7 isoformas, y la NMDAR2 de la cual hay 4 subtipos (NMDAR2A-D). Para que

el receptor sea funcional se necesita por lo menos una subunidad NMDAR1

combinada con alguna de las NMDAR2 (Nakanishi 1992; Michaelis 1998).
- Receptores metabotrépicos: Constan de 7 dominios transmembranales y estan
acoplados a protefnas G, las cuales desencadenan diferentes eventos celulares, se cree
tienen principaimente un papel regulador., Aunque este tipo de receptores no estan
involucrados directamente en los efectos tdxicos del glutamato, la activaciéon de algunos
subtipos podria potenciar o atenuar el dafio (Orlando y col 2001; Bond y col 1999). Estan
divididos en tres grupos:

- Grupo I: formado por mGIuR1 y mGIuRS, estan relacionados con la activacion de la

fosfolipasa C aumentando la produccién de fosfatldtl’fnbsntol trifosfato (IP3) y la
consecuente movilizacion de Ca®* Intraceylula}r.' su agonista mas potente es el
quisqualato.

- Grupo Il: compuesto por mGIuR2 y mGIURS los cuales inhiben a la adenilato ciclasa.
- Grupo Ill: formado por mGIuR4 ymGluR68 Uno de sus agonistas mas potentes es
la L-serina O-fosfato Tamblén mhlben ‘a la adenilato ciclasa, pero parcialmente

(Michaelis 1998).

La neurotoxicidad del glutamato no s6lo se ha implicado en la isquemia sino que
también se cree que juega un papel importante en enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Hungtinton, la de Alzheimer y la de Parkinson, aunque en éstas la
degeneracion se da de manera progresiva y mas lenta.

Normalmente el glutamato es retirado rapidamente del espacio sinaptico por un
sistema de recaptura dependiente del gradiente electroquimico de Na* y de K*, el cual
utiliza la diferencia de concentracion de estos iones como fuerza motriz para transportar

una molécula de glutamato en contra de su gradiente de concentracion junto con26 3




moléculas de Na* (Gegelashvili y Schousboe 1998). Los transportadores se localizan
principalmente en la glia (astrocitos) donde el glutamato es capturado para luego ser
convertido a glutamina, siendo ésta liberada y posteriormente capturada por la terminal
presinaptica. También existen transportadores para glutamato en las terminales nerviosas

(Figura 5A).

Estudios in vivo han demostrado que durante el perfodo isquémico aumentan los
niveles de los aminoacidos excitadores (AAE), glutamato y aspartato, en el espacio
extracelular (Benveniste y col 1984), y que este aumento es dependiente de la duracién
del episodio isquémico (Baker y col 1991). Asi mismo, durante la hipoglicemia también se
ha encontrado que aumentan los niveles extracelulares de AAE (Sandberg y col 1985;

1986), Esta observaclén aunada al efecto protector de los antagonistas de los receptores

glutamatérglco contra el dafio isquémico/hipoglicémico, ha llevado a sugerir que la

muerte neuronal en estas condiciones ocurre por un proceso excitotéxico mediado por la

_actyirv“ati:, Q'n\"dk‘e: j‘los:‘r‘éceptores glutamatérgicos. Se ha propuesto que la acumulacién de los
A‘AE‘, ésfa’ er‘nedyiadé principalmente por la actividad reversa del sistema de recaptura, el
/cuél es débehdiente de los gradientes idnicos para su funcionamiento correcto (Rossi y
col 2000)'. 'AI colapsarse los gradientes iénicos debido a la falla energética, los
transponaadrés'_puedén funcionar en sentido inverso, liberando glutamico y aspartico al
espacio extracel_qliafr‘ |

Sin emAb’argb, se ha demostrado que la acumulacién in vivo de estos aminoacidos,

inducida por el ‘bloqueo de sus transportadores, no es suficiente para producir

neurodegeneracion (Massieu y col 1995) en condiciones normales, aunque si la produce

cuando el meyitabpl_visrvno energético esta inhibido (Sanchez-Carbente y Massieu 1999,
Massieu y col 2000) Esto concuerda con trabajos previos donde se sugiere que una

disminucién en el metabolismo energético puede producir muerte neuronal a través de un



mecanismo excitotoxico y contribuir de manera importante a la degeneracion inducida por
glutamato (Bowling y Beal 1995, Greene y Greenamyre 1996). Se propone que la
deficiencia energética hace a las neuronas mas susceptibles a la muerte (Figura 5B),
puesto que son incapaces de restablecer los gradientes i6nicos. Esta condicion genera
una mayor liberacion de glutamato, una recaptura deficiente de este neurotransmisor, y
que en la glia su transformacién a glutamina sea mas lenta puesto que es un proceso
dependiente de energia. Ademas, durante la falla energética, concentraciones bajas de
glutamato extraneuronal pueden sobrexcitar a las neuronas, ya que el bloqueo por Mgz"
de los R NMDA se pierde (Zeevalk y Nicklas 1992), lo que provoca una mayor actividad
de las mismos y por lo tanto una entrada masiva de Ca®*

El Ca®* es capaz de activar proteasas, endonucleasas y fosfolipasas (Reynolds
1998) que contribuyen al deterioro neuronal EI Ca éctiva a la dxido nitrico sintetasa la
cual produce 6xido nitrico (NO) (Bredt y Snyder 1990), que difunde y puede producir
peroxinitrito (ONOQ") al reaccionar con el radlcal superoxido (T0,). Este es un agente
oxidante altamente reactivo. La activacion de la fosfolipasa A, produce acido araquidénico
el cual al metabolizarse produce especies reactivas de oxigeno (ROS) (Dumuis y col
1990). Esto aunado a otros procésos, como la disfuncion mitocondrial causada por la
acumulacién de Ca®", generan un estado de estrés oxidativo celular, que a su vez agrava
la oxidacidn de lipidos de membrana, contribuyendo al dafio (Choi 1992). Recientemente
se ha propuesto que Ié mitocondria juega un papel central en la muerte excitotoxica, ya
que si se conserva su In‘tegridad (potencial de membrana y sintesis de ATP), el glutamato
no tiene un efecto tdxico (Ankarcrona y col 1995; Nicholls y Budd 1998). Por un lado se
sabe que la mitocondria es fundamental para la produccion de ATP, y que gran parte del
metabolismo (ciclo de Kfebs, oxidacién de los acidos grasos) se lleva a cabo en ella. Por

el otro, se ha demostrado que la estimulacién de los receptores a glutamato induce la
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despolarizcién mitocondrial, y eventualmente la apertura del poro de transicién de la
permeabilidad mitoncondrial (Zoratti y Szabo 1995). El bloqueo de este poro con
ciclosporina A induce la recuperacion del potencial electroquimico mitocondrial
previniendo la muerte (Schinder y col 1996). Por esta razon algunos autores sugieren que
la apertura de este poro esta involucrada en diversos tipos de muerte (Lemasters y col
1998). Ademas la mitocondria libera factores, como el citocromo C, que activan cascadas

apoptéticas (Yang y col 1997),

4.2 Muerte necrotica y muerte;apoptétlca

La muerte excitot’ { Ii‘clonada con procesos de isquemia e hipoglicemia

puede ser tanto necrética como. apoptética (Dlrnagl y col 1999). Clasicamente la necrosis

se ha conslderado como una réplda e inevitable, con destruccion de membranas y

liberacién de debris celular, U p‘rovoca',u'na respuesta inflamatoria, mientras que la
apoptosis se ha conslde do bdeso ordenado que no produce reaccion

inflamatoria ya querv'co"nserva gridad rﬁenibranal, Ademas, es dependiente de

energia, hay condensacién de Ia cr matma y formacion de cuerpos apoptéticos. En este

tipo de muerte. se actlvan proteasas especlflcas conocidas como caspasas, que

desencadenan dlversos procesos (McConkey 1998). Cada dia se conocen mas proteinas

mvolucradas en las cascadas de muerte apoptética, asf como en su regu!acwn la familia

‘de Bcl 2‘. que pueden tener efectos pro o anti-apoptéticos; la familia de los factores

: |nductores de apoptosls (AIF) y la de las proteinas inhibidoras de la apoptosis { IAP), entre

k otras (Henga'rtner 2000).

: |'ti cion entre estos tipos de muerte en la isquemia, no es tan clara, pues

‘aunque temporalmente estén desfasadas, comparten diversos eventos bioquimicos, como

inucton en la concentracion de ATP, elevacion en el Ca®' citoplasmico,

produccuon de especies reactivas de oxigeno, y ambas son inhibidas por Bcl-2. Todo
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parece indicar que los parametros antes mencionados se presentan mas pronunciados en
la muerte necrética; donde se observa una deficiencia energética de mas del 70%, y una
elevacion en la concentracion del Ca?* citoplasmico en el orden micromolar (McConkey
1998). En la apoptosis los cambios en estos parametros son menos drasticos.

Hay quienes argumentan que el tipo de muerte inducido por glutamato depende
del tiempo de exposicion, su concentracién, y de las consecuencias que estos factores
tienen sobre la funcion mitocondrial (Anakrona y col 1995). Recientemente, un trabajo in
vivo ha demostrado que en el centro isquémico, donde hay principalmente muerte
necrética, las células tienen caracteristicas de apoptosis temprana, como condensacion
de la cromatina y activacion de caspasas (8 y 1). De esta manera se ha propuesto que
inicialmente se da la sefial para iniciar la muerte apoptética, pero que ésta no se llega a
completar ya que la disminucion en los niveles energéticos es muy pronunciada, lo que
hace que el tipo de muerte se convierta entonces en necrético (Benchoua y col 2001). Por

su parte la extehsléhkvd‘el area de penumbra depende de la irrigacion colateral, y en ésta

se da mAL"!ehrt"e‘ ﬁ‘r;inclpalryh'ente de tipo apoptoético, lo que sugiere que los cambios en los

parérﬁetrOS b ocjiji BS'antes menclonados son menos drasticos.

Actualmente otros autores proponen que la muerte inducida por glutamato tiene

i caracterlstlcas mixtas Io que hace que la dlstinmén entre un tipo de muerte y el otro sea

muy compleja (Martln y col 1998 Zeng y Xu 2000)
5,0 Cuerpos cetonicos como sustratos energéticos y posibles neuroprotectores

Se sabe que en estados de deficiencia energética, cuando la demanda cerebral de
glucosa no se satisface (isquemia/hipolglicemia), se produce muerte neuronal
particularmente en el hipocampo que es una de las areas del cerebro mas vulnerables

(Foster y col 1988). La vulnerabilidad hipocampal puede asociarse a la presencia
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abundante de R NMDA, o bien a que esta zona es muy propensa al estrés oxidativo. Es
por ésto, que muchos de los modelos de estudio de estas patologias se llevan a cabo en
esta region. Algunos estudios in vitro en esta estructura (rebanadas), han demostrado que
sustratos energéticos comok)‘el piruvato y el lactato son capaces de proteger del dafio
inducido por glutamato, y;tarynbién del inducido por la deprivacién de glucosa (Ruiz y col
1998; |zumi y col 1994)Otro asfudio in vivo ha demostrado que durante la inhibicién
glicolitica crénica, el plruvafo es capaz de proteger contra ia muerte neuronal en el
hipocampo, y que el dafio tambfén es disminuido con el tratamiento de un antagonista de
los R NMDA, el MK-801 (Massieu y COl 2000).

Por otro lado se sabe que la dieta cetogénica (dieta rica en lipidos y baja en

carbohidratos que promueve la slntesls de cuerpos cetdnicos (CC)) ha sido utilizada para

controlar padecimientos convulslvos como son las crisis epilépticas, especialmente en

casos en donde no hay respuesta a los medicamentos antiepilépticos o en algunos casos

infantiles (Gasch 1990; Nordll y col 2001) Los mecanismos involucrados en esto no son

muy -claros, Se ha demostrado, tan‘o n wlro como in vivo, que los CC aumentan la
- concentracion de 4cido y-amino butlrlcov (GABA) y de citrato, y reducen la concentracion
fde aspartato. mientras que la concéntraclaﬁk‘d"ekglutémico no cambia (Yudkoff y col 1997;
Daikhin y Yudkoff 1998). Estos autores proponen que esto puede deberse a que durante
el metabolismo de los CC se genera una mayor concentracién de acetil-CoA, la cual
entraré aI CIcIo de Krebs condensandose con el oxaloacetato, aumentando los niveles
citrato De esta manera habra menor disponibilidad de oxaloacetato que es necesario
' para la reaccnon de transaminacion del glutamato donde se forma el aspartato, quedando
"k‘el glutamato disponible para descarboxilarse y formar GABA. A estos cambios en e!
metabolismo cerebral le atribuyen los efectos anticonvulsivantes de los CC, ya que se
sabe que agonistas del GABA disminuyen algunos tipos de crisis convulsivas, y que el

aspartato esta involucrado en su iniciacion. Por otra parte el exceso de citrato podria
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provocar que éste se liberara al espacio extracelular, donde podria actuar como quelante
de Zn?* (Yudkoff y col 1997; Daikhin y Yudkoff 1998). Se sabe que el Zn?* es un co-
agonista de los R NMDA, por lo que su disminucién en forma libre podria favorecer la
regulacién hacia abajo de este tipo de receptores y participar en el control de Ias crisis.
Por el otro lado, se ha demostrado que el Zn%* puede ser liberado de las terminales y
tener efectos toxicos (Cholriy Koh 1998), y que la muerte isquémica puede ser prevenida
con quelantes extracelualares de este Ion (Koh y col 1996).

La utilizacién de los CC como el B -hidroxibutirato (BHB), también produce
neuroproteccion en modelos in vitro de Ia _e{nfe_rme‘dad de Alzheimer y de la de Parkinson.
En estos modelos se ha obset"vad‘o un.aumento de la sobrevivencia neuronal en
presencia del BHB en neuronas lﬁcubadas con B-amiloide 6 con MPP* (Kashiwaya y col
2000). Por otro lado, existen evidencias de que la infusion intravenosa prolongada de BHB
protege contra el dafio en modelos de hipoxia y anoxia en ratones, y de isquemia en ratas
(Suzuki y col 2001) De esta manera resulta interesante demostrar el papel protector de

'.Ios CC Vpartlcularmente el acetoacetato (AcAc) en un modelo donde se inhibe tanto la

mencione a Ios CC es para referirse exclusivamente al AcAcy al BHB.

La estructura qulmica de los CC es la siguiente:

S
e O | o
CHE — c— CH,—— c\/ <t c—CHi, =
l o - | T~ o -
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ANCE T ACETATO PR HDROXIBUTIRATO
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Normalmente, en el animal adulto la concentracién sanguinea de los CC es muy

baja, siendo mayor la del BHB (0,16 mM-O.fs krzr'lM) que la del AcAc (0.03-0.05 mM)
(Kammula 1976; Hasselbalch y col 1995), pero ésta aumenta (aproximadamente 30
veces) en respuesta a alteraciones en el estado fisioldégico (Robinson y Williamson 1980).
Estas alteraciones pueden ser: trastornos metabdlicos como la diabetes, condiciones de
hipoglicemia infantil, periodos de ayuno prolongados, y dietas ricas en grasas.
Fisiologicamente la concentracion de CC es alta durante el embarazo y el periodo
postnatal.

Su principal funcién sla de ser utilizados como sustratos energéticos alternos a la

glucosa, En eI cerebro se utlllzan en condiciones en las que la oxidacion de glucosa no

satisface Ias ne si brales. La primera demostracion de su utilizacién se hizo

en sujetps obesos: eriodos 'de ayuno prolongado, en los cuales no se observo

i f,i' Su slnteS|s esta altamente regulada, no sélo a nivel global por hormonas (!nsullna y

E glucagon) que actuan sobre el tejido adiposo, sino a nivel local, es decir, existe un control
intrahepatico. Este control radica en la capacidad de la malonil-CoA, un intermediario de
la Iipogénesis, de Inhibir a la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT 1), la cual es necesaria

para que Ios'a'cidos grasos de cadena larga entren a la mitocondria para ser oxidados, y

por'tanto sé f men"més cuerpos ceténicos (Robinson y Williamson 1980). También se

__sabe Aque los’ nlveles de cAMP regulan esta via activando una cinasa, la cual inhibe a una

v Calrr,: que se encarga de producir malonil-CoA. Al disminuir sus niveles se desinhibe

; a la CPT I lo que induce la cetogénesis (Guzman y Blazquez 2001).
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Reclentemente se ha reportado que también en los astrocitos se pueden sintetizar

los CC a partlr de acidos grasos (Auestad 1991) y de leucina (Bixel y Hamprecht 1995),

teniendo esta produccion propledades similares a la sintesis hepatica (Guzman y

Blazquez 2001) tanto a nivel de regulacién, como de algunas enzimas. La via de sintesis

de los CC asi como su via de utilizacion se muestran en la Figura 6.
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Como se puede observar, la sintesis hepatica y la utilizacion cerebral difieren un
poco, teniendo la via cerebral una reaccion menos. La actividad de la 3-cetoacil-CoA
transferasa reemplaza a la de la acetoacetil-CoA sintetasa cuya actividad no se conserva
en el cerebro adulto (Robinson y Williamson 1980).Todas las enzimas necesarias para la
utlizacion de los CC estan presentes en el adulto en grandes cantidades (Williamson y col
1971). La acetil-CoA, resultado de la utilizacion de los CC, se incorpora al ciclo de Krebs
como sustrato energético, donde se produciran equivalentes reductores, que al pasar por
la cadena de electrones produciran la energia suficiente para la sintesis de ATP. De esta
mah’era':los CC son utilizados como sustratos energéticos a través del ciclo de Krebs.

kSe ha demostrado que la utilizacion de los CC es directamente proporcional a su

“concentracion en la sangre (Hawkins 1971a), y que ésta es independiente del estado
nutricional del animal (Hawkins 1971b; Kammula 1976). Experimentos con los animales

bien alimentados muestran la - utilizaclén de AcAc cuando éste se les infunde

intravenosamente. Ademas, se ha mostrado ‘qué"el; eflujo cerebral de los CC es minimo,

mientras que el eflujo de piruvato.
que ‘sean transporta'doé’i al.c
presencia de los CC dlsmlnuy

(Robinson y Williamson 1980; Ruderman y col 1974) »
5.1 Barrera Hematoencefdlica y el paso de los CC

La barrerra hematoencefalica (BHE) fue descrita hace aproximadamente 100 afios,
cuando Ehrlich inyecté colorantes en animales de laboratorio y vi6 como todos los
6rganos ée tefilan a excepcion del cerebro, concluyendo que el cerebro tenia pocos sitios
de dﬁiéh para el colorante. En contraposicién a esta hipotesis, Goldman encontré que la

- inyeccion directa del colorante al liquido cefaloraquideo resultaba en su transporte al
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cerebro (Pardridge 1983). Hubo experimentos semejantes con otros compuestos y se
llegd a la conclusion de que el SNC esta separado del torrente sanguineo por la BHE.
Esta consiste en células endoteliales, de los capilares cerebrales, que estan unidas a
través de uniones estrechas sin fenestraciones, lo que forma una barrera continua entre la
sangre y el liquido intersticial (Pardrige 1983). Ahora sabemos que la funcion principal de
"la BHE es la de aislar al cerebro de las fluctuaciones iénicas que ocurren en la sangre, de
esta manera se logra que el medio que bafia al cerebro sea constante, lo cual es
imprescindible para su funcionamiento. Por tanto las moléculas para llegar al cerebro
deben de atravesar esta barrera. Se sabe que el transportador de la glucosa es el mas
abundante y activo, pero existen otros sistemas para transportar otras sustancias.

En 1975 se demostré que el paso de los CC a través de la BHE es un proceso

saturable (Gjedde y,Crone ,1975), y que existe competencia entre el AcAc y el BHB,

més eflcientemente (Hawkins y col 1971b). También se

;En‘conclusién la oxidacidon de los CC en el cerebro esta limitada por su paso a
BHE y por la concentracion de éstos en la sangre. Asi como también por la
dlsponlbilldad del oxaloacetato y de la CoA para que puedan incorporarse al ciclo de

Krebs
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6.0 Modslo Experimental.

Anteriormente se mencioné que la muerte neuronal hipoglicémica presenta
caracteristicas similares a la muerte neuronal isquémica, ya que : 1) induce la liberacion
de glutamato y aspartato (Sandberg y col 1985; 1986) posiblemente a través de la accién
inversa de sus transportadores (Gemba y col 1994; Longuemare y col 1999); 2) es
contrarrestada con antagonistas de los R NMDA (Wieloch 1985; Zeevalk y Niklas 1992) y
3) las neuronas del hipocampo son particularmente sensibles al dafio hipoglicémico (lzumi
y col 1994). Por otro lado se ha demostrado que algunas de estas caracteristicas, como la
disminucioén del dafio con antagonistras de los R NMDA son reproducibles utilizando el
modelo de inhibicién glicolitica (Massieu y col 2000), por esta razén la inhibicion glicolitica
créniygavaunaqaj ié l’a Inhiblcién de la recaptura de glutamato puede ser un buen modelo

farmacolégico para el estudio de los mecanismos de muerte neuronal asociados a la

: qutamato enel espacio extracelular inducida por el L-trans 2,4-pirrolidin dicarboxilato
(PDC)}, el cual es un inhibldor sustrato del transportador de glutamato, no produce muerte
neuronal en el hipocampo de ratas intactas, pero si en ratas tratradas crénicamente con el
yodoacetato (Massieu y col 2000). Este modelo reproduce algunos de los eventos que
ocurren durante la isquemia y la hipoglicemia cerebral, como son ia deficiencia energética
y el aumento de la concentracidon de glutamato extracelular, de tal manera que nos
permite estudiar los mecanismos de muerte neuronal asociados a la
isquemia/hipoglicemia y su posible proteccion con algunos farmacos.

Como se mencionod anteriormente se eligid el AcAc como posible neuroprotector

ya que reportes recientes favorecen la idea de que los cuerpos ceténicos pueden



disminuir la muerte neuronal en ciertos modelos, y ademas por que se conoce que

durante la hipoglicemia existe la utilizacién de este compuesto como sustrato alterno a la

glucosa.
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Il HIPOTESIS

Debido a que el cerebro es capaz de utilizar los cuerpos ceténicos como sustratos
metabdlicos, la admlnlstradéh 'd'é'.AcAc serd capaz de proteger contra la muerte neuronal
excitotoxica en la regi_én CA1 del hipocampo en ratas cuya glicolisis ha sido inhibida, al

restaurar los niveles de ATP celulares.
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Il _OBJETIVOS

1,0 Objetivo General

Estudlar el posible efecto protector del AcAc en la muerte inducida por PDC en la

regién CA1 del hipocampo, en un modelo crénico in vivo de inhibicién glicolitica, utilizando

|OA. Evaluar si el efecto protector del AcAc involucra la recuperacion de los niveles de

ATP en el hipocampo.

2.0 ObJetivos Particulares

g E,V'alua

Probar diferentes protocolos de administracion del AcAc y determinar su
eficacia neuroprotectora ante el dafio excitotéxico inducido por la inhibicion de

la recaptura de glutamato, en ratas con inhibicién glicolitica cronica.

kDeterminar las concentraciones de ATP, a diferentes tiempos (0.5, 1, 4, 8 h),

en eI hlpocampo de ratas después de la administracién cronica de IOA. Con

paratlvos los niveles de ATP también se determinaron en el estriado

.de Ia rata bajo Ias mismas condiciones.

AcAc administrado por diferentes vias tiene algtin efecto sobre los

aneIeS de ATP en el hipocampo y el estriado de ratas cuya glicélisis ha sido

~Inh|blda cromcamente
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IV- METODOLOGIA
1.0 Materiales

Se utlizaron los siguientes compuestos: el AcAc (sal de litio), el IOA (sal de sodio)
de SIGMA, mientras que el L;fféﬁié;é;4-blrrolidin dicarboxilato (PDC) se obtuvo de
TOCRIS. El AcAc se disalvio en buffer de fosfatos (10 mM) y se ajusté el pH a 7-7.5 con
acido clorhidrico (HCI 01M)EIIOA se disolvio en buffer de fosfatos (10 mM), mientras
.'_qUe eIk PDC se pfebéré dll’sol\‘/’ié'ndkolo en buffer de fosfatos (10 mM) y ajustando el pH a
7-75 corn h_idréxldo delsodic‘a (0.1 M). El kit para cuantificar el ATP se obtuvo de Molecular

Probes.
2.0 Cirugia

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 250-300 g de
peso, las cuales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y con un ciclo
de luz-obscuridad fijo. Los animales tuvieron alimento y agua ad /ibitum. Para la cirugia
vlavsvrvat‘as se anestesiaron con 4% de halotano en una mezcla de O, 95%/CO; 5%. Ya

; anéétésiadés se montaron en un aparato estereotaxico y se fijaron de los espacios
‘k”iht‘kékraurales con la barra dental en la posicién —3.3. Durante la cirugia la anestesia se
- mantuvo al 1%. La piel de la cabeza se cortd con un bisturi, exponiendo el craneo. A partir
de bregma las coordenadas correspondientes a la region CA1 del hipocampo se tomaron
de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986). Estas fueron: anteroposterior -3.6,
lateral +2 y vertical -2.5 a partir de la dura madre. El craneo se perforé siguiendo las
coordenadas antes mencionadas, y se inyectd PDC (500 nmol) en un volumen total de

1 ul. La inyeccion se llevé a cabo con un flujo constante de 0.5 pl/min, a través de una
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aguja Hamilton de calibre 27 conectada por medio de una canula a una jeringa colocada
en una bomba de microinyeccion. Al terminar la inyeccion se esperaron 2 minutos antes
de retirar la aguja. Después la piel fue suturada. Los animales control recibieron una

inyeccion intrahipocampal (i.h.) de buffer de fosfatos (10 mM).
3.0 Histologia

Después de 24 horas, las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente (i.p.) con
una sobredosis de pentobarbital, con el objeto de anestesiar profundamente a las ratas.
Posteriormente, las ratas fueron perfundidas intracardiacamente con 250 mi de solucién
salina al 0.9%, seguida de una solucién fijadora de formaldehido al 4% en buffer de
fosfatos (0.1 M) pH 7.3. Después, los cerebros fueron extraidos y permanecieron en la

solucién fijadora durante una noche. Al dia siguiente los cerebros se pasaron por un

gradiente de sacarosa: primero al 20% y después al 30%, disuelta en buffer de fosfatos
M) pérmanec]end en cada solucién aproximadamente 24 horas. Posteriormente

haciendo rebanadas coronales de 40 um, que fueron

(o)

) teﬁidas por el método de Niss!. - e

En los cortes tefiidos se midié el volumen de lesion con un microscopio optico
acoplado a un sistema de analisis de imagenes (Macintosh NIH image 1.6). El volumen se
calculd de la siguiente manera: se midi6 el area de lesién en cada corte dafado,
delimitandola manualmente. Se hizé después una sumatoria de estas mediciones, y se
multiplicé por el nimero de cortes medidos y por 40 um que es el grosor de las
rebanadas. Posteriormente, los resultados fueron analizados con una prueba estadistica

de ANOVA seguida de una prueba POSTHOC de Fisher.
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4.0 Inhibicion de la glicolisis

Para e} modelo de Inhibicion glicolitica crénica se siguié el protocolo descrito por
Massieu y col (2000), el cual consiste en dar una inyeccién i.p. por dia de I0A (15 mg/Kg),

durante tres dias, A las ratas control se les administré i.p. buffer de fosfatos (10 mM).
5.0 Protocblos de Neuroproteccién

Después de una hora de la tercera administracion de lOA, las ratas fueron
inyectadas en la region CA1 del hipocampo con PDC (500 nmol/ul). Se usaron diferentes
protocolos y concentraciones de AcAc (descritas en la Tabla 1) con el fin de evaluar la
potencialidad neuroprotectora de este compuesto. A continuacion se describen con mas

detalle.

Protocolos Cronicos con5|st|eron en administraciones diarias o continuas de AcAc, antes

’ allbera 0.5 ul cada hora, lo que hizo que cada rata recibiera
por dla un total de. ; 6!5 dé'manera continua. Las bombas se retiraron el dia del
sacrlflcio, y se corroboro que éstas hubieran funcionado (la bomba se observa
encoglda). Las ratas recibieron en estos 14 dias un total de 100 umol. La implantacién
de las bombas se realizd bajo anestesia, después rasurar el pelo del lomo de las

ratas y hacer una pequefia incision en la piel por donde se le colocé la bomba,

previamente activada, por debajo de la extremidad anterior. Posteriormente se suturd
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y se aplico una pomada antiséptica. La activacion de ia bomba se llevé a cabo
Incubandola a 37°C en solucidn salina entre 18 y 24 h. Antes de implantarse se
verificé que la solucién se hubiera desplazado.

- Grupo II: recibid ‘en total 8 inyecciones i.p. de AcAc (250 mg/Kg) de la siguiente
manéra: 4 Inyecciones previas al tratamiento con IOA, una en cada dla de tratamiento
c::;mr !OA (administrandose 30 min después de éste), y en el lUltimo dia se adminstré

una inyeccion adicional 1.5 h después de |OA.

Protocolos Agudos: consisten en administraciones de AcAc sélo en el Ultimo dia de
tratamiento con |OA 6 posteriores a éste:
- Grupo Il (iv.). se Ie administré una sola inyeccion de AcAc (200 mM) por via

intravenosa (i v.)»45 mmutos despues de la Gltima administracién de I0A. Para ello,

atas en el estereotaxico y se inyectaron por la vena

lateral de la ¢6Ia; a‘vés’fde_;Una,‘pequena incisién con una aguja Hamilton de calibre

30 acoplada a uh r‘l\a“qUe la conecta con una jeringa de insulina de 1

ml colocada en Ia bombafde mlcrolnyeccion Se myecto 100 umol de AcAc a un flujo

de 34 pl/min- durante 15 mlnutos, én un volumen total de 500 pl. Inmediatamente
después las ratas recibieron el PDC .vla |y.h..

- Grupoyrl\'/: este grupo recibidé tres administraciones i.p. de AcAc (250 mg/Kg)
posterlores al tratamiento con kIOA La primera se aplico 30 min después de la Ultima
myecclon de IOA Ia segunda inmediatamente después del PDC, es decir, una hora

o despues del IOA 'y Ia tercera hora y media después del |IOA.

Los protocolos de administracién se resumen en la Tabla 1.
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TABLA 1

__Grupo Compuesto Dosis Protocolo de Administracion
Antes |IOA Durante IOA  Post-tratamiento
CRONICO
| Acetoacetato 7.2 pmol/d 10d 3d 1d
(s.c) (100 pmol totales) ’
i Acetoacetato 250 mg/Kg/inyeccion 4d 2d 05hy15h
(i.p) (690 pmollinyeccién)
AGUDO
n Acetoacetato 100 pmol =5 B 45 min,
(iv.)
v Acetoacetato 250 mg/Kg - - 05h,1hy15h
(i.p.) (690 pmollinyeccion)

Todos los animales recibieron 3 inyecciones i.p. de |I0A (15mg/Kg/dla) y una hora después de la tercera dosis,
fueron inyectadas en el hipocampo con PDC (600 nmol) y fueron perfundidas 24 h después.

6.0 Determinacién de los ni\/_elesvdg ATP

Para |a determinacion de los niveles de ATP se utilizé una técnica luminométrica

por medio dela alluciferasa. El ensayo se basa en el requerimiento

: dé'ATP d}e la luciferasa para p duélf luz. La reaccion es la siguiente:

kMgz-'-
%2 S+ ATP ———" oxiluciferina + AMP + pirofosfato + CO; + luz

. Luciferina +
S luc|ferasa

Las ratas se sacnflcaron por decapitacion a diferentes tiempos después de haber

,v recabido los diferentes tratamientos. La cabeza fue colocada de inmediato en nitrégeno
. liquido para asegurar su rapida congelacion, posteriormente se realizo la diseccion del
; bestriado y del hipocampo en hielo seco. E! tejido se pesé y se homogenizé en acido
perclérico (0.4 M) y se centrifugd por 10 minutos a 10 000 rpm. Se recuper6 el
sobrenadante y éste se neutralizé con K;CO; (1 M) agregando el 9% del volumen de!

acido perclorico afadido. Al dia siguiente se centrifugé en una microcentrifuga durante 30
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segundos, para precipitar las sales. Se colecté el sobrenadante y éste se utilizd para
cuantificar los niveles de ATP.

Para cuantificar ios niveles de ATP se prepard un buffer de reaccion siguiendo las
instrucciones del kit de determinacion de ATP. Este buffer contiene la enzima luciferasa,
la luciferina (10 mM), DTT (0.1 M), y buffer de fosfatos. A los tubos del [uminémetro se les

agrego 5 pl de la muestra diiuida (1:4) y 195 ul.de H2O, y se colocaron en el lumindmetro.

Posteriormente se les agregé 300 plvdeﬁ, ezcla de reaccian. El luminémetro registra en

milivolts la luminiscencia producida b'dr"l én de la enzima luciferasa, y los célculos
de la concentracion de ATP se reallzaron connla ayudaz’de una curva patron de ATP
realizada el mismo dia, Para la curva patrén se colocaron 200 p de una solucidn estandar
de ATP de diferentes concentraciones (15, 31, 62 y 125 pmol) y después se agregaron
300 i del buffer de reaccidn. Los datos se muestran como pmol de ATP / ng de peso
fresco de tejido.

Con este método se realizd un curso temporal de los cambios en los niveles de
ATP en el estriado y el hipocampo de ratas tratadas con IOA. Como control positivo se

~ cuantificaron los mveles de ATP en el hipocampo 1 h y 3 h después de la administracion

aguda de IOA (50 nmol), la cual produce dano neuronal severo después de 24 h. Los

controles fueron inyectados vla i alina (0.9%).

Por otro Iado se evaluo el efecto del AcAc sobre los niveles de ATP. Esto se hizo
slgulendo el protocolo intravenoso de los experimentos de proteccion. El AcAc se infundié
intravenosamente (100 pmol) 45 min después de la Gltima administracién de I0A y se
sacrificaron los animales 30 min después de haber concluido la inyeccion iv.. En un
segundo experimento se cuantificaron los niveles de ATP después de una administracién

i.p. de AcAc inmediatamente después de la ultima dosis de IOA, sacrificando a los

animales media hora después.
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V RESULTADOS
1.0 Observacioneé macroscopicas

Algunas de las ratas tratadas cronicamente con el inhibidor irreversible de la
glicélisis (el IOA) presentaron inflamacién abdominal, mientras que todas ellas perdieron
peso durante el tratamiento. Las ratas controles que recibieron inyecciones i.p. de

vehiculo no presentaron el hinchamiento abdominal y aumentaron de peso normalmente.

2.0 Ensayos de neuroproteccion

- Los resultados de los ensayos de neuroproteccién se muestran en la Figura 7. La
hes en la capa CA1 del hipocampo, se expresa como volumen
la-metodologia). En estos resultados se observa claramente que el

ékn' el hipocampo produce sélo una pequefa lesidn (0.45mm®),

la cual es’'mayor. pero no es estadisticamente diferente de la lesion observada en las ratas

" ‘control inyectadas con vehiculo (buffer de fosfatos 10mM). Estas lesiones corresponden al
“dafio mecamco producndo por el tracto de la aguja. Por otro lado se observa claramente
qué en las ratas tratadas con IOA el dafio producido por el PDC se exacerba, y el
volumen de lesion significativamente mayor (p<.008), en comparacién con las ratas que

recibieron el PDC y que no fueron tratadas con IOA.
Por su parte, todos los protocolos probados de proteccién del AcAc redujeron

efncnentemente el volumen de Ia lesion producida por el PDC en las ratas tratadas con

IOA En el Grupo X recnblo las dosis s.c. de AcAc (7.2 pumol/dia) de una manera

paulatina y continu por,__ edlo de una bomba mini-osmética, se observa una reduccion

del volumen de Iesién de un 85% En el Grupo Il, que se tratd crénicamente con AcAc
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(250 mg/Kg) i.p. durante 7 dias se observa una proteccién de un 76%. Utilizando los
protocolos agudos, el AcAc indujo una reduccion de la lesién de un 73% en el caso del
Grupo I, el cuai reciblé AcAc (100 umol) de manera i.v. y en un 5§9% en el caso del
Grupo IV'q'ué kec]blé tres dosis i, P de AcAc (250 mg/Kg) posteriores a la tercera inyeccion
de IOA La reducclén del volumen de lesidn fue estadisticamente significativa, teniendo

7 jcada grupo el sigulente valor de p: Grupo | p=.0016, Grupo |l p=.0072, Grupo |} p=.0062,
Grupo l‘V p=.0332.

*
18 1
16 I AcAc
14 4
12 T crénico agudo
1.0 1 b

08 - 'l'
*K *h *K

Volumen de lesién (mm3)

06 = T
04 4 ** ]- T

02 4 I___‘I'_l
15 12 5 6 5 6 5
00 ey,
PDC PDC vehiculo Gl Gl G GIvV
(s.c) (ip.) (iv.) (ip)
IOA (cronicoi.p.) PDC + [OA (crénicoi.p.)

Figura 7. Neuroproteccion con AcAc en la capa CA1 del hipocampo. Las ratas tratadas con IOA + PDC
muestran una lesién diferente estadisticamente ( * ) (p<.008) a la de las ratas intactas inyectadas con PDC.
Las lesiones en las ratas tratadas con AcAc son menores y estadisticamente diferentes ( **) con respecto a
_las del grupo que recibio IOA + PDC. (Grupo | p=.0018, Grupo !l p=.0072, Grupo lll p=.0062, Grupo IV
p=.0332). Dentro de las columnas se muestra el numero de ratas utilizado en cada grupo y las lineas
representan el error estandar. o

Tanto la administracion crénica de AcAc como la infusién iv. protegieron

eficientemente contra los ‘efectos toxicos del PDC en ratas tratadas con IOA, sélo la
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administracion post-tratamiento fue menos eficiente la neuroproteccion observada tuvo
una menor significancia estadistica.

El AcAc no solo redujo el area promedio de lesién por corte, sino también la
extensién del dafio, es decir, en las ratas tratadas con el AcAc el nimero de cortes con
dafio en la regién CA1 fue menor. En la Figura 8 se muestran cortes coronales tefiidos
con violeta de cresilo correspondientes a los resultados mostrados en la Figura 7, con una
amplificacion de 4X. Estos cortes son representativos de cada uno de los tratamientos

" experimentales. Las ratas inyectadas con vehiculo presentan dafio sélo en el tracto que
dejo el paso de la aguja. La inyeccién con PDC en las ratas intactas produjo una lesién
muy pequefia, mientras que en las tratadas con IOA, este mismo compuesto provocé una
lesién que se extiende por Ia‘freglléyn CA1 del hipocampo, caracterizada por pérdida

, neurc‘nal;yfel*" de esta-capa. Las células que se observan presentan

o Iels','ién':i‘la CU'éI}esté delimitada por células con apariencia normal (somas grandes y
L oVéladés). En las ratas inyectadas con PDC tratadas crénicamente con IOA, la lesion es

. -mas extensa y esta compuesta de células picndticas, algunas de ellas con nicleos
fragmentados (flechas), caracteristicos de la muerte apoptotica. En el lado contralateral de

esta misma rata las células estan intactas (recuadro). En las ratas tratadas con AcAc (i.v.)
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se observa la coexistencia de células aparentemente sanas (ovaladas, con nlicleos
intensamente tefiidos, y procesos bien definidos) y de células muertas que se ven

totalmente encogidas.

VEHICULO ..

vm»r

*ACETOACETATO s.c. Y *ACEIOACETATO l.
.M . e’ el N Bt . .
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Figura 8. Cortes histolégicos del hipocampo que representan los resultados del ensayo de neuroproteccion.
Se muestran cortes de 40 pum tenidos con violeta de cresilo con una amplificacion 4X. Las flechas delimitan el
area de lesion. Se observa claramente como el tratamiento con AcAc disminuye la extensidn de la lesiéon
producida por la combinacion del IOA con el PDC. La linea de calibracion representa 200 ym.
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Figura 9. Detalles de los cortes histologicos del hipocampo correspondientes al ensayo de neuroproteccion.

En el lado izquierdo se muestran cortes con amplificacion de 10X (barra de calibracién = 100 pm). En el lado

derecho se muestra en detalle la region de la lesion con una amplificacion de 60X (barra de calibracion = 10
um). Se observa como en las ratas controles (buffer y PDC) la lesion es pequeia y en ella todas las células
estan muertas. En los cortes de las ratas tratadas con IOA + PDC se observa una pérdida neuronal masiva y
células picnoticas. Las flechas sefialan células con nucleo condensado y fragmentado. En el recuadro se
muestra la capa CA1 del lado contralateral donde las células estan intactas. En las ratas tratadas con AcAc se
observa menor pérdida neuronal y coexistencia de células con apariencia normal (flechas vacias) y picnoticas
(flechas rellenas).

43



Trabajos previos en el laboratorio han mostrado que en el cuerpo estriado de la
rata, al igual que en el hipocampo, la lesion producida por ia administracién de PDC se

exacerba en las ratas tratadas crénicamente con IOA (Figura 10).
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Figura 10. Las lesiones producidas por el PDC (500nmol) en el cuerpo estriado de ratas normales son
pequeiias y no difieren estadisticamente con respecto a las ratas inyectadas con vehiculo (salina 0.9%). En
las ratas tratadas cronicamente con I0A (15mg/Kg) el volumen de lesion es mayor y estadisticamente
diferente al de las ratas inyectadas con vehiculo (p=.0006) o con PDC sélo (p=.0023). Las lineas representan
los errores estandar.

3.0 Cuantificacion de los niveles de ATP
Con el fin de caracterizar la disminucion energética en el modelo de inhibicion
glicolitica se evaluo el efecto de las administraciones de IOA sobre los niveles de ATP

celulares en el hipocampo y en el estriado. De esta manera, se realizd un estudio

comparativ;s de'loé niveles de ATP en estas dos regiones.
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Administraciones sistémicas

La Figura 11 muestra Ios‘nl,v,e'lkgsy de ATP en el hipocampo y en el estriado de la
rata a diferentes tiempos (6.5, 1.4 y 8h) después de la tercera dosis de IOA.

En el caso del hlpocaifn'po se observa una disminucion sostenida en los niveles de
ATP del 22% con respecto a los animales control durante la primera hora, mientras que a
las 4 h hay una'li'gerr'é rééufperééién. quedando los niveles sélo un 10% por debajo del
control y recuperandose por completo a las 8 h. Sin embargo esta disminucién no fue
eétadfsticamente significativa a ninglin tiempo. En el caso del estriado la disminucién de
los niveles de ATP es mas lenta, observandose la maxima reduccion una hora después
de la administracion de |0A, donde los valores bajan un 20%. La recuperacién de los
niveles de ATP es mas rapida y 4 h después del tratamiento con IOA los valores son
iguales a los del control. En este caso la disminucién en los niveles de ATP tampoco fue
estadisticamente significativa en ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura 11. Efecto del tratamiento crénico con IOA sobre los niveles de ATP cuantificados a diferentes tiempos
después de la Ultima administracion de I0A. A) Hipocampo. B) Estriado. En ninguno de las dos estructuras
encontramos diferencias significativas. A tiempos cortos se observa una reduccién de aproximadamente el
20% con respecto a los niveles en las ratas control. Las lineas representan los errores estandar,
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Tomando en cuenta estos resultados y los obtenidos en los protocolos de
neuroproteccién, decidimos evaluar si el AcAc tenia algtn efecto sobre los niveles de
ATP, ya que este CC es capaz de Incorporarse al ciclo de Krebs. Para ello utilizamos uno
de los protocolos utilizados en los experimentos de neuroproteccion. Las ratas recibieron
una inyeccion l.y. de AcAc (100 pmol) 45 minutos después de la tercera administracién de
IOA y fueron sacrificadas media hora después. Los resultados se muestran en la Figura
12, Se observa una ligera tendencia del AcAc de aumentar los niveles de ATP, aunque

ésto solo es significativo con respecto al control en el caso del estriado.
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Figura 12. Efecto de la infusion i.v. de AcAc (100umol) sobre los niveles de ATP en las ratas tratadas
cronicamente con 10A (15mg/Kg). A) En el hipocampo se observa una tendencia a que el tratamiento del
AcAc aumente los niveles de ATP. B) En el estriado esta tendencia si es estadisticamente significativa
(p=.0257) con respecto al control. Las lineas representan los errores estandar.
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Dado que las ratas se sacrificaron a la hora y media después de haber recibido el

IOA, cuando los niveles de ATP se estan empezando a recuperar en ambas estructuras,

decidimos utilizar otro protocolo, que consistié en inyectar una dosis Unica de AcAc i.p.

(250 mg/Kg), inmediatamente después de la tercera inyeccion del IOA, y sacrificar a los

animales media hora después (Figura 13). Esto nos permitio ver con mas claridad la

disminucidn en los niveles de ATP a los 30 min. provocada por el IOA en ambas

estructuras, y asl mismo se observé la recuperacion en los niveles de ATP en las ratas

' que recibieron la administracién del AcAc, siendo estadisticamente significativa en el caso

del estriado respecto al nivel de los animales tratados con I0A.
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Figura 13. Efecto del AcAc (250mg/Kg) i.p. administrado inmediatamente después de la tercera dosis de |IOA
(15mg/Kg) sobre los niveles de ATP, medidos 30 min después. A) En el hipocampo se observa que el AcAc
recupera el ATP casi a niveles del control, aunque este efecto no es estadisticamente significativo. B) En el
estriado la recuperacién de los niveles de ATP con el AcAc si es estadisticamente significativa (p=.0106)
respecto a las ratas administradas con IOA. Las lineas representan los errores estandar.
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Administraciones Agudas

Tomando en cuenta los trabajos reportados en donde !la administracion
intracerebral de |OA resulta toxica (Matthews y col 1996, Massieu y col 2000), se decidié
evaluar los niveles de ATP en estas condiciones, con el fin de tener un control positivo de

Ja determinacién de los niveles de ATP.

En este experimento se inyectaron las ratas intrahipocampaimente con 50 nmol de

IOA, y se cuantificaron los niveles de ATP una y tres horas después. Las ratas control
recibleron una dosis de solucién salina (0.9%) por la misma via y se sacrificaron una hora
después. En la Figura 14 A se muestran las cortes histolégicos de las ratas tratadas y de
-las controles sacrificadas 24 horas después, utilizando una amplificacion 1X y 4X. Los

" cortes de las ratas tratadas con el IOA i.h. presentan una lesién muy grande, en donde se

qu klka"m'ayor[a de las células de la regién CA1 y sus alrededores estan muertas,
~mientras_que en el animal control se observa solamente una pequeria lesion debida al
de la aguja. Ambos lados contralaterales se ven sanos. En la Figura 14 B

':"se muestran los resultados de los niveles de ATP después de la administracion aguda de

o) e observa que éstos se reducen en aproximadamente un 50% siendo esta

" reduccién  estadisticamente significativa Unicamente una hora después de la
administracion de IOA. En las ratas inyectadas con vehiculo los niveles de ATP no son

diferentes a los de los animales control.
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Figura 14. Efecto de la administracion aguda intrahipocampica (i.h.) de IOA sobre los niveles de ATP. A)
Cortes histologicos representativos de ratas inyectadas i.h. con vehiculo (n=4) y I0A (50 nmol/pl) (n=4). En el
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representa 1 mm y 200 Om respectivamente). En el recuadro se muestra un acercamiento 60X (Barra=
10um). B) Niveles de ATP en el hipocampo después de la inyeccion i.h. de vehiculo (1 h) y de IOA. (1y 3 h)
(p=.0405). Las lineas representan los errores estandar.
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VI DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo corroboran los obtenidos en
trabajos previos de! laboratorio, en donde se observé que la inhibicién de la recaptura del
glutamato- por el PDC, aunque provoca la acumulacién de altas concentraciones de este
aminodacido, no produce muerte neuronal (Massieu y col 1995). Sin embargo, cuando se
induce una deficiencia en el metabolismo energético, como es en este caso, el tratamiento
sistémico con el inhibidor de la glicélisis, se aumenta la vulnerabilidad neuronal a la
muerte inducida por el PDC. Sabemos que en este tipo de muerte esta involucrado un
proceso excitotoxico ya que trabajos previos (Massieu y col 2000) demostraron que la
administracion de un antagonista de los R NMDA, conocido como MK-801, es capaz de
revertir por completo el dafio que se observa en las ratas tratadas con IOA y PDC.
También se observé que la administracién cronica i.p. de IOA, no produce por sf sola
ningdn- efe_qto téxico, ya que las ratas control que recibieron vehiculo en lugar PDC
pr‘eséh’fah'ﬁnlcamente la lesién producida por el tracto de aguja. Esto sugiere que la
in‘hiblckyzlbn metabdlica en nuestro modelo no es suficiente para causar dafio por si misma,
‘e ’indica que la concentracion fisiolégica extracelular de glutamato no liega a ser tdxica
cuando se inhibe discretamente el metabolismo energético. Esto probablemente se debe
a que en estas condiciones, los gradientes i6nicos no se modifican, conservandose el
blogueo de los R NMDA por Mg®*, y un eficiente sistema de recaptura de glutamato, que

son determinantes para que el glutamato ejerza su funcién normal de neurotransmisor y

6xico,'Sin embargo cuando se induce la elevacion de la concentracién

e AAE, la deficiencia energética seria suficiente para impedir que las células
- contrarresten los efectos téxicos del glutamato.
" Los resultados indican que la inhibicion metabdlica, en nuestro modelo, es parcial

y transitoria, ya que los niveles de ATP cerebrales disminuyen solo parcialmente y se
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recuperan por completo en un periodo no mayor de 8 horas, por lo menos en las dos
regiones analizadas, el hipocampo y el estriado. En estas dos regiones la disminucién en
los niveles de ATP presenta una cinética diferente. Esta disminucién es mdas rapida y
sostenida en el hipocampo, y se recuperan completamente hasta las 8 h, mientras que
para el estriado el nivel minimo de ATP se observa una hora después de la inyeccién de
|IOA y se recupera rdpidamente, observandose niveles como los del grupo control desde
las 4 h. Esto podria explicar de cierta manera que el hipocampo sea la regién mas
susceptible al dafio en condiciones de isquemia y de hipoglicemia, puesto que sus niveles
energéticos se alteran de manera mas pronunciada y duradera ante la inhibicién

glicolitica.

Un experimento pendlente y crucial en nuestro modelo de hipoglicemia cronica es

ntra l" GADPH y el curso temporal de esta inhibicién, ya

evaluar que tan inhibida se enc’

- que se ha reportado que eI grado de.lnhiblclén de esta enzima correlaciona directamente

' con el volumen’de es ando el |OA es administrado en el estriado

997 Mientras mas |nh1blda esta la GADPH, mas grande es la lesién.

o (Mavtth" WS ,,yV col

° Id»s"podemos suponer que la inhibicién de la enzima en nuestro
= _‘;‘modelo e séw parclal ‘ya que la administracién i.p. de I0A no produce darfio por si

mlsma Es pomble que la Inhibicién causada a la dosis de IOA (15 mg/Kg) utilizada,
aunque es irreverS|ble no sea saturante por lo que solo algunas moléculas de GADPH

estén lnhlbldasf,La”recuper_acmn completa de los niveles de ATP a las 8 h podria deberse

a la sintesis deno  de la GADPH.

niveles de ATP disminuyen solo parcialmente y de una manera no
 significativa, esto podria ser suficiente para hacer a las neuronas mas vulnerables al dario

éXCitotéxiéd, y abre la posibilidad de que esta reduccién de ATP sea prevenida
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administrando sustratos energéticos como el piruvato (Massieu y col 2000) y el AcAc
(presente trabajo). Estos resultados se suman a los obtenidos recientemente por otros
grupos, que sugieren a los CC como protectores potenciales de las neuronas ante
diversas condiciones que causan neurodegeneracion (Para revision ver Yudkoff y col.

2001; Veech y col 20"01). Por un lado se ha demostrado in vitro que el BHB disminuye el

dafio producido 'po II;Arb:éT;V)tiao B-amiloide, que se acumula en la enfermedad de

Alzheimer, y el producldo por el compuesto MPP*, que reproduce la enfermedad de

Parkinson a]_ad i _arse‘ a algunos animales in vivo (Kashiwaya y col 2000). Existe un

reporte r_ecié‘nt in“:vivo que muestra que la infusién continua de diferentes
’ _\’de BHB (10-100 mg/Kg/hr) aumenta la sobrevivencia de ratas y ratones

en modelos de ‘anoxia, hipoxia e isquemia. En este Ultimo trabajo se observé que el

tratamlento con este compuesto disminuye el edema, es decir, el contenido cerebral de

' agu vy de sodlo asociado a la isquemia, ademas de aumentar los niveles de ATP

: cerebrales (Suzuku y col 2001)

‘ "c se sabe que es u liz Jdo por eI cerebro adulto como sustrato energético en

' mertas condlcione como durante perlodos prolongados de ayuno (Owen y col 1967). Se

sabe que Ia utlllza_c\ elos CC esta limitada por-la concentracion sanguinea de estos

compuestos, :que“nqr‘malmente es muy baja y también por su transpérte a través de la
BHE, el cualisAe lléiva'é“cébo por los transportadores de los dcidos monocarboxilicos.
Cuankdo las concentraciones sanguineas de los CC aumentan, ya sea como
consecuencia adaptativa a ciertos eventos como el ayuno prolongado, o bien por la
infusién exdgena de estos compuestos, los CC son transportados al cerebro, siendo éste
capaz de utilizarlos como fuente de energia, al incorporarse al ciclo de Krebs como
: acetiI-CoA. De manera interesante esto ocurre independientemente del estado nutricional
' del animal (Hawkins 1971b; Kamula 1976). En estudios previos se han administrado CC

utilizando concentraciones de AcAc mucho mas elevadas (5 veces mas) que las utilizadas



en el presente estudio, y la administracion se lleva a cabo a través de la vena femoral,
mientras que nosotros lo administramos a través de ia vena lateral de la cola. Aun asi, se
observd el efecto protector, lo que sugiere que con las vias de administracion y las
concentraciones usadas, el aumento del AcAc en la sangre, fue suficiente para producir
su transporte al cerebro en donde posiblemente es utilizado como sustrato energético,
puesto que las enzimas necesarias para su incorporacion al ciclo de Krebs estan
presentes (Williamson y col 1971).

La via de administracion del AcAc y su concentracién sangulnea son muy
importantes ya que de esto depende su transporte y su utilizacion cerebral. De cierta
manera la via i.v. es la mas recomendable, pues el compuesto llega directamente a la
sangre. La administracién por otras vias tiene la ventaja de que se pueden utilizar
volumenes mas grandes, lo que significa que se pueden preparar soluciones de AcAc
mas concentradas, ya que su solubilidad también es limitante. Las vias i.p. estan sujetas a
problemas de absorci,‘c';nk,“k,lo qUe ademas incrementa el error experimental pues cada

individuo absorbe difeten_fékcéhfi:’;iad,de AcAc. Es determinante medir las concentraciones

sangulneas del AcAc en Ios fiferentes - protocolos, para asi conocer realmente que
concentracion sangulnea se alcanza con las diferentes vias de administracion, y si esto
tiene relaclon directa con Ia proteccnon obtenida en cada grupo, en vista de la
transformacién espontanea, no enznmética del AcAc a acetona.

Otra limitante de Ia utnlizacuén de los CC es su transporte a través de la BHE el

cual se lleva a acabo por eI acar[eador de monocarboxilatos que también es utilizado por

el plruvato el Iactato e| BH I,AcAc y otros acidos monocarboxilicos (Padridge 1991).

,La concentraclon ’sang> va,de estas otras sustancias afecta la cinética de entrada del

AcAc al c uestro modelo, podemos suponer que la concentracién de piruvato
'né inhibida la glicélisis de manera sistémica lo que conlleva a una

reduccion de su producto final, que es el piruvato, y como el lactato se sintetiza a partir del
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piruvato su concentracion en la sangre también seria baja. Se ha demostrado que la
simple reduccion de los niveles de piruvato y de lactato en la sangre aumenta hasta un
15% el transporte del AcAc al cerebro (Hawkins y Biebuyck 1979). Esto sugiere que en
nuestro modelo, el aumento en la concentracion sanguinea del AcAc, daria lugar a que
éste fuera preferencialmente transportado al cerebro y utilizado por éste como sustrato
energético, ya que hay poca competencia por el transportador.

Ademas, el transporte de los CC aumenta por la presencia prolongada de
concentraciones elevadas de los CC en la sangre (Gjedde y Crone 1975), por lo que los
tratamientos cronicos son una mejor opcion, reflejandose esto en una mayor proteccion
conseguida con este tipo de tratamientos en nuestro trabajo, aunque la protecciéon con
todos los protocolos fue estadisticamente significativa. Tomando en cuenta esto y lo
discutido anteriormente, lo mas recomendable seria un protocolo crénico o prolongado de

administraciéh i.v..de AcAc. Por ejemplo a través de un catéter en pacientes después de

un accidente ascular cerebral. Sin embargo, la vla oral podria ser muy conveniente,

aunque se tendrlé ‘que desarrollar una tableta concentrada como lo proponen Veech y col.
(2001)

Una de Ias ventajas de la utilizacion del AcAc es que se trata de una sustancia
endégena la cual se sabe no tiene ningln tipo de efecto toxico mientras no se produzca
cetosis aguda. y que las enzimas para su utilizacion estan siempre presentes en el

cerebro EIV efecto protector del AcAc posiblemente esté relacionado con la recuperacion

, fveles de ATP, como se discute mas adelante, aunque es posible que el AcAc
feste actuando a otros niveles del metabolismo energético, ademas de incorporarse al
ciclo de Krebs Se ha descrito que el AcAc aumenta la concentracion de NADH y el de la
Coenzima Q (CoQ) oxidada, incrementando la eficiencia metabolica (Veech y col 2001) Al
aumentarse la eficiencia, el ATP producido posiblemente se utilice en el restablecimiento

. de los gradientes i6nicos y la homeostasis de Ca*, io que evitaria los efectos toxicos del
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7 16). Por otro lado, el NADH ademas de ser capaz de incorporarse a la

cadena de 'electrones para producir ATP, es necesario para la reduccion del glutation.

) fEste es un agente reductor del peréxido de hidrogeno (H,0,), lo que contribuye a reducir
el estrés oxldativo tanto en la mitocondria como en el citoplasma. Aunado a esto, la forma
: 'reducida de la CoQ es una de las mayores fuentes de "O; en la mitocondria, por lo que si

) "el AcAc promueve su oxidacion estaria disminuyendo la producciéon de ROS (Veech y col

2001),
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Figura 15. Cuando se afaden los CC se pueden incorporar por una serie de reacciones al ciclo de Krebs (CK).
Los CC son capaces de reducir el cociente de NAD/NADH, es decir, aumentan la concentracion de NADH.
Aumentan también la CoQ oxidada, lo que contribuye a aumentar la eficiencia metabdlica y a reducir el
posible estrés oxidativo. Modificado de Veech y col 2001.
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Otros trabajos en donde se ha estudiado el efecto de los CC sobre la
concentracién de algunos aminoacidos (GABA, aspartato y glutamato) muestran que los
CC al metabolizarse producen cantidades excesivas de citrato (Yudkoff y col 1997;
Daikhinn y Yudkoff 1998) y de esta manera puede influir directamente en la produccién de
estos aminoacidos. Se ha encontrado que la concentracion de GABA esta elevada, la de
aspartato disminuida, mientras que la del glutamato permanece sin cambios. En estos
trabajos se propone que el aumento en la concentracién de citrato se debe a la
condensacion de la acetil-CoA, derivada del metabolismo de los CC, y el oxaloacetato.
Como hay mas acetil-CoA en presencia de los CC, el oxaloacetato se utilizara para
producir citrato. El oxaloacetato a su vez es necesario para la reaccién de transaminacion
que genera aspartato a partir de glutamato, lo que conlleva posiblemente a que mas
glutamato esté disponible para convertlrse en GABA y disminuya asli la concentracion de

aspartato. Esto también podrla expllcar hasta clerto punto la proteccion conseguida con la

administracién de AcAc ya.qu""" sté bien documentado que el GABA es un

neurotransmlsor lnhibldo Ié‘,_;'bn_tyrarrestando la sobrexcitacion causada por el
glutamato. Por otra tpra‘_r;g,_klai redudéiébn en la concentracion de aspartato podria también
favorecer una dis‘rnihl'.lcign:dé la excitacion y contribuir al efecto protector de los CC.

Se ha reportado que el BHB es capaz de aumentar los niveles energéticos
cerebrales en modelos de isquemia, donde los niveles de ATP disminuyen en un 73% con
respecto al control. Los niveles se recuperan significativamente, con la infusion contintia
(3 horas) de BHB i.v. aunque no alcanzan los niveles de los animales control (Suzuki y col
2001). Los valores basales de ATP reportados en ese trabajo coinciden con los obtenidos
en nuestros experimentos.

En nuestro modelo la disminucion energética no es tan intensa (alrededor del

20%), y ésta se recupera por completo en el hipocampo y en el estriado después de un

periodo no mayor de 8 h teniendo cada estructura una cinética particular, como ya se .
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discutié. También se observa que la administracidon del AcAc en ambas estructuras tiende
a recuperar e incluso a aumentar los niveles energéticos por encima de los valores del
control, tanto en el tratamiento i.v. como en el i.p.. En el estriado esta recuperacion es
estadisticamente significativa al administrarse el AcAc tanto en forma i.p. como i.v.. Se ha
reportado que la utilizacién cerebral de los CC tiene un comportamiento regionalizado
(Hawkins y Biebuyck 1979; Hawkins y Mans 1991). Estos se acumulan mas en las areas
que no estan limitadas por la BHE como la hipdfisis, mientras que de las areas que si
estan protegidas por la BHE, la corteza es la regién en donde mas avidamente se
capturan. En estos trabajos se muestra que no hay diferencias significativas en el
transporte de los CC entre el hipocampo y el estriado. Esto sugiere que las diferencias en
el restablecimiento de los niveles de ATP entre estas dos regiones en nuestro estudio se
deban probablemente a problemas de diseccion. El hipocampo es una zona menos
homogénea y mas dificil de disectar en el cerebro congelado, por lo tanto al no disectarse
de manera idéntica en cada una de las ratas da lugar a mucha variabilidad en los niveles
de ATP cuantiﬂcados. y tal vez esto influyé en que los efectos no resultaran
estadlstigameqtefv"s,lkgnvlficatvivos,

Otraobservacién en cuanto a este experimento, es que nosotros medimos el ATP
30 min desp’ués de haber administrado el AcAc. Algunos autores reportan que a los 10
minutos los niveles sanguineos de los CC son el 10% de los que hay un minuto después
de su administracion (Hawkins y Biebuyck 1979). Seria muy interesante hacer un curso
tempvoraly incluyendo tiempos mas cortos después de la administracion y ver si esto

modifica nuestros resultados.

Como control positivo de las determinaciones de ATP se administro agudamente el
IOA en hipocampo de las ratas, ya que se sabe que esta inyeccion es sumamente toxica.

Estas administraciones de IOA i.h. reducen significativamente los niveles de ATP en un
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50%, medido una hora después. Las tinciones histoldgicas realizadas 24 h después de
dicha administracién, muestran una degeneracion severa en la region CA1 del
hipocampo. Seria recomendable hacer cortes histolégicos a tiempos mas cortos, para
conocer el estado de las células y su correlaciéon con los niveles energéticos. Pero mas
alla de esto, es importante mencionar que se disect6 una region de!l hipocampo mayor a la
zona lesionada por lo que la medicion de los niveles de ATP incluyé también parte del
hipocampo que no se lesiono posteriormente, y por lo tanto el efecto del IOA pudo quedar
enmascarado. Posiblemente la disminucidon de ATP que provoca la administracion aguda
del IOA es mucho mas abrupta en el sitio de administracion (capa CA1 y estratos
aledafios). Sin embargo, hacer una diseccion mas fina del hipocampo da lugar a
problemas de descongelacion, lo que conlleva a la degradacion del ATP. Ademas la

disecclén lncluye no sdlo a las neuronas sino a la glia y nuestros resultados son un

iones de ATP en estos tipos celulares, por lo que podemos

:1de esté amlnoacido Por otra parte, el dafio producido por la infusion continua de IOA a
‘f‘4traves de una canula de microdialisis no es revertido por la administracion de MK-801
(Massieu y col 2000). Es necesario llevar a cabo mas experimentos con este tipo de
administracion para precisar los eventos involucrados en la muerte, aunque es facil

suponer que hay una inhibicién metabdlica profunda que acarrea una reduccién en los
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niveles energéticos, lo que desencadena otra serie de eventos que llevarian a la muerte,

donde podrian estar involucrado el glutamato, entre otros factores.
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Vil CONCLUSIONES

La inhibicion glicolltlca sumada a la inhibicién de la recaptura de glutamato
mimetiza algunos de los eventos que ocurren durante la isquemia cerebral y la
hipoglicemia, y por eIIo resulta un buen modelo para estudiar los mecanismos de muerte
involucrados en estas patologlas y buscar sustratos alternativos a la glucosa que

promuevan la neuroproteccion.

El AcAc podria usarse como protector potencial contra la muerte excitotéxica,
asociada con la isquemia cerebral 'y la hipoglicemia. Los mecanismos responsables de su
efecto protector aun no estan muy claros aunque éste podria estar relacionado con su

functén como sustrato energétlco
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