L)

G0, AL ATORTE 7
T %
L]

= ?!g

O03% |
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

z T
)iy

.

N

MECANISMOS CELULARES IMPLICADOS EN LA MUERTE ASOCIADA A
LA ISQUEMIA EN CULTIVOS DE NEURONAS GRANULARES DE
CEREBELO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE :
DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA
M. en C. OCTAVIO CESAR GARCIA GONZALEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. LOURDES MASSIEU TRIGO

T

. o
MEXICO,D.F. 3

=

ABRIL, 2005

\ )
&



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del
Comité Académico del Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 28 de febrero
del 2005, se acordé poner a su consideracion el siguiente jurado para el examen de
DOCTOR EN CIENCIAS del alumno GARCIA GONZALEZ OCTAVIO CESAR con
namero de cuenta 88170462 y nimero de expediente 3991044, con la tesis titulada:
“Mecanismos celulares implicados en la muerte asociada a la isquemia en cultivos
de neuronas granulares de cerebelo”, bajo la direccién del Dra. Lourdes Massieu

Trigo.
Presidente: Dra. Annie Pardo Semo
Vocal: Dr. José Pedraza Chaverri
Vocal: Dra. Gabriela Morali de la Brena
Vocal: Dr. Federico Martinez Montes
Secretario:  Dra. Lourdes Massieu Trigo
Suplente: Dra. Clorinda Arias Alvarez
Suplente: Dr. Diego Gonzalez Halphen

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR Ml RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cd. UniversitariaWde abril del 2005.

an José Morrone Lupi
rdinador del Programa

c.c.p. Expediente del interesado



Este trabajo se realiz6 en el Departamento de Neurociencias del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM, bajo la tutoria de la Dra. Lourdes Massieu Trigo y con el apoyo de
donativos otorgados por PAPUIT (IN-203400, IN-222503) y CONACYT 40306-M, asi
como una beca concedida por el CONACYT (163330) y la Direcciéon General de

Estudios de Posgrado (DGEP-UNAM) para realizar estudios de doctorado.

Durante el desarrollo de esta tesis se realizd una estancia de investigacién en el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Salamanca,
Espaiia, bajo la supervision del Dr. Juan P. Bolafios, gracias al apoyo de una beca

otorgada por la Subdireccién de Intercambio Académico (DGEP-UNAM).

Esta tesis fue asesorada por un Comité Tutoral conformado por:
Dra. Lourdes Massieu Trigo
Dr. Federico Martinez Montes

Dr. Julio Moran Andrade
Auterizo 8 la Direcclén General de Bibliotecas de la
UNAM 8 difundir en formato slecirinico e impraso ef
contenide de mi trabajo recencional.
nompre:_Qckave  Cesee
—oarda Goazdloy
FECHA: . M1 [AbALJANS

FIRMA: . S—



AGRADECIMIENTOS

La finalizacidn de este trabajo no hubiera sido posible sin la colaboracién y apoyo de un
gran numero de personas e instituciones que me permitieron llegar a buen puerto, por lo
que esta tesis no es producto de una sola persona, sino de todas las personas que de una u
otra forma me ayudaron. En este sentido quiero agradecer (y de alguna manera
despedirme), de todos aquellos que navegaron conmigo en estos Gltimos cuatro afios. A la
sefiora Cecilia Escalona que siempre tenia todo el equipo y material listo para empezar a
trabajar y buen café por la mafiana gracias Ceci. A Tere Montiel, por su apoyo técnico y a
sus magicas manos de donde sacaba todas las cosas necesarias para resolver los
problemas de laboratorio y los que no eran del laboratorio también. Por supuesto, a mis
compaifieros por estar conmigo en el mismo barco llamado AL-302, a Perla que en todo
momento me brindo su ayuda para resolver todo tipo de problemas y por los cafés de la
tarde, a Jana por las platicas “del mas aca”, a Mari por compartir la musica de J. Sabina y
Aute, al camarada Alberto por las “chelas” vespertinas, a Karla por el amor a los pumas,
a Ana por inyectar buena vibra al laboratorio y a Cuahutémoc por su excelente sentido
del humor.

Un agradecimiento especial corresponde a la Dra. Lourdes Massieu, por su apoyo
incondicional y sobre todo por la confianza depositada en mi en estos afios trabajo, sin
ellos, no me hubiera a prendido a navegar ni tener la seguridad para aventurarme a
conocer a otros puertos, mil gracias Lourdes.

También quiero agradecer a mi a Comité Tutoral al Dr. Julio Moréan por brindarme su
tiempo y orientacién y al Dr. Federico Martinez por su interés constante y critica
enriquecedora en esta tesis. Al Dr. Juan P. Bolafios por permitirme trabajar en su
laboratorio, pero sobre todo, por transmitirme su vision para saber por donde van las
cosas y su forma de trabajo y a la Dra. Angeles Almeida por las sugerencias
fundamentales para el trabajo 3 de esta tesis.

A los miembros de mi jurado Dr. José Pedraza, Dr. Diego Gonzalez, Dra. Clorinda Arias,
Dra. Gabriela Morali y Dra. Annie Pardo por ayudarme a concluir este trabajo lo mas

pronto posible.



Por su puesto al apoyo de mi familia a mi madre, mi padre, mis hermanos y cufiado por
que siempre sabia que podria llegar a un puerto seguro cuado algo faltaba. A Silvana por
anclar conmigo en un puerto llamado vida. A mis pequeiias sobrinas Sofia y Valeria por
responderme con su visién infantil las preguntas mas dificiles de la vida.

No podia faltar el agradecimiento a todos los amigos, camaradas y compafieros a quienes
pude conocer y convivir en estos afios, en México al Dr. Pefia, Dr. Benito, Profesor
Galicia, Dra. Bertha, los camaradas Dr. Casasola y Dr. Calixto, Dr. Ramiro alias el
“Che”, Dra. Ale Figueroa, Ale y Pepe Blancas, Alette, Dr. Silver; a los vecinos Juan
Carlos, Miguel, Xéchilt, las Gabis, alla abajito a Beto, Neto, Fatuel, Tamara, en el planeta
de los simios Lemus, Rogelio, Victor y los que nos han ganado la carrera de la vida a
Miguel “Micke” Hemadezt y Carmen Vilchist. En Espafia a Romina, Pancho, Martha
Nelly, Ivania, Nino, Ivon, Randy, Dra. Lili, Sandra, Karina, Tania por la “marcha” y los
viajes que compartimos. En el laboratorio a la Dra Pili, Nacho, Seila, Mame (gracias por
lo del citometro), Paqui, José, Dra. Rosita, Vega, Silvia, Dra. Maria Delgado, Ménica y la
Dra. Paula, por las escapadas a Farmacia y los cafés de la maquinita para quitarnos el
estrés. En Argentina, a la escuela de la IBRO por habernos reunido y haber forjado esa
amistad que logramos al calor de las discusiones cientificas, politicas, sociales y
descubrir €l gran amor que sentimos por Latinoamérica; a los mates uruguayos de
Andrea, Ana y Flor, a los camaradas chilenos Danny y Carolina, al pizco peruano de
Mario, al Juliana, “Felipau”, Ana Cristina y la Dra. Glaucia que no perdieron la esperanza
de que aprendiéramos a bailar samba, a los asados, el tinto y la milonga argentina a Vild,
Silvana, Lucas, Flavia, Mariano, Lore, Nico, Agustin, Romina, Cris, Dr. Li, Mariana,
Itati, Vanesa, Caro R, Mauricio, Gaston, Pablo y Veronica, a la expedicién “Casa del Che
Guevara” Martin, Eugenia, Helen (;Viva Colombia!) y Rosa por descubrir conmigo las
maravillas de Altagracia y a los de la casa, Belén y Jorge.

Finalmente quiero agradecer a la Facultad de Ciencias y al Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM vy al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
de Salamanca por brindarme el ambiente académico y humano asf como la infraestructura

fisica y material para concluir esta tesis.



A todos aquellos que no han perdido la esperanza
de que este mundo puede ser mejor y mdas humano




LISTA DE ABREVIATURAS

A¥Ym
7-ADD

ATP
C-AM

[Ca™);

CAT

CTE
DIv

ERO
GSH, GSSG

HE

H,0,
JC-1

MK-801

MTT
3-NP
NAD", NADH
NAME
NGC
NMDA
NO
NOS
O;”
OH
ONOO’
PBN
PDC
SDH
SOD

potencial de membrana mitocondrial

7-aminoactinomicina-D

trifosfato de adenosina

calceina acetometil-ester
concentracion de calcio intracelular

catalasa

cadena de transporte de electrones

dias in vitro
especies reactivas de oxigeno
glutatién y su forma oxidada

homodimero de etidio

perdoxido de hidrégeno

5,57,6,6 -tetracloro-1,1",3,3" tetraetilbenzemida-
azolilcarbociamina yodo

(+)-5metil-10,11-dihidro5H-dibenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imina maleato

3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium
acido 3-nitropropidnico

nicotinamida adenina dinucledtido y su forma reducida
L-N“-nitroargininmetil ester

neuronas granulares de cerebelo
N-metil-D-aspartato

oxido nitrico

6xido nitrico sintetasa

superéxido

radical hidroxilo

peroxinitrito

fenil-tert-butilnitrona
L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato

succinato deshidrogenasa

superoxido dismutasa




INDICE

Pag.
RE S UM E N . i e e e e 1
AB S T R A T .. e 3
ORGANIZACION DE LA TESIS . ...t e, 5
L INTRODUCCCION. ....oo e, 7
1. Modelos de isquemia cerebral.............oooiiiuiiiiiii e 8
L1 MOARIOS 17 VIVO. .ot e e e e e ettt 8
L2 MOAEIOS F7 VITFO. ..o vt e e e et e et e et ee e e 9
2. Muerte celular por isquemia cerebral..............ooiviiiiiiiii e 10
2.1 EXCIOtOXICIAAA. . oottt ettt e e e e e 12
2.2 S IES OXEAatIV 0. ettt e 14
2.3, Alteraciones MetabOlICaS. . ovuuiirte ettt ettt e 16
3. Mecanismos de proteccidn contra el dafio isqUémICO..............ooviiiiiiii i 18
3.1. Trabajo 1, Archivos de Neurociencias, 2004...............cccciiiiiiiiiiniiiiiiinii 19
I AN T E CE D E N TS . oot e e e e et e e e e 28
LI OB ET IV S . ittt e e e e et e e e e 31
IV . METOD O L O G A . oottt et e e e et 32
AV A N 0 5 17N 5 10 N T RO 43
5.1. Trabajo 2, Journal of Neuroscience Research, 2003................coooiiiiiiiiiinin 44
5.2. Trabajo 3, Journal of Neurochemistry, 2005...........cooviiiiiiiniinnn, 55
VL DISCUSION . . oo, 64
VIL CONCLUSIONES. ... eoteete e e e SUUTRUPRT 73
A4 1 1N 125 (0 B FU PPN 76

IX. REFERENCIAS . ... oottt et et 88



RESUMEN

Un incremento en la concentracion extracelular de glutamato y una alteracion en el
metabolismo energético son dos eventos que ocurren durante la isquemia cerebral. Aunque
no se conoce en su totalidad el mecanismo por el cual los niveles extracelulares de
glutamato aumentan durante un proceso isquémico, se propone que una alteracién en los
sistemas encargados de remover este aminoacido del espacio sindptico puede generar este
incremento. El glutamato a altas concentraciones induce la muerte de las neuronas a través
de un mecanismo denominado excitotoxico, el cual podria estar asociado a la pérdida
neuronal subsecuente a la isquemia cerebral. Usando cultivos primarios de neuronas
granulares de cerebelo (NGC), se observd que la inhibicién de los transportadores de
glutamato con L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC), incrementa la concentracion
extracelular de glutamato pero no produce muerte en las neuronas. Sin embargo, el PDC
produce muerte neuronal cuando el metabolismo energético celular se encuentra alterado
por la presencia del acido 3-nitropropiénico (3-NP), un inhibidor de la succinato
deshidrogenasa (SDH), enzima involucrada en el ciclo de Krebs y que forma parte del
complejo IT la cadena de transporte de electrones (CTE). En este trabajo se demostré que el
PDC y el 3-NP activan dos mecanismos diferentes que en su conjunto pueden conducir a la
muerte celular. Por una parte el PDC produce una répida y sostenida despolarizacion
parcial del potencial de membrana mitocondrial (A'Ym), que es dependiente de la
activacion del receptor glutamatérgico tipo NMDA. El colapso del A¥m es prevenido a
través de la estimulacién del consumo de oxigeno. Este mecanismo conlleva a un inevitable
estrés oxidativo (incremento de especies reactivas de oxigeno y disminucién de los niveles
de GSH), que sin embargo, no esta asociado con la muerte neuronal. Por otro lado, el 3-NP

produce una despolarizacion progresiva del A¥m después de 2 horas de incubacion,



asociada con una disminucion en los niveles de NADH. Sin embargo, esta alteracién del
metabolismo energético no produce muerte celular. Solamente la coexposicion de PDC y 3-
NP produce muerte neuronal con fenotipo necrético y apoptético, la cual coincide con una
pérdida de los niveles de ATP y de la actividad redox de la mitocondria. Estos resultados
sugieren que la acumulacién endégena de glutamato extracelular después de la inhibicién
de sus transportadores, induce una pérdida parcial del A¥m que es compensada por la
estimulacién de la respiracién mitocondrial, que a su vez conduce a un estrés oxidativo
dependiente de la activacion del receptor NMDA. Este mecanismo previene la muerte
neuronal mientras no exista una deficiencia mitocondrial asociada. Si esta ocurre, se induce
el colapso del A¥m, un déficit energético y disfuncién mitocondrial permanente que
conlleva a la muerte neuronal. Adicionalmente, se observé que la presencia de sustratos
energéticos como el piruvato y el acetoacetato pueden mantener la actividad mitocondrial,
los niveles de ATP y prevenir la muerte. Los resultados presentados son relevantes para
entender los mecanismos de muerte neuronal asociados con la isquemia cerebral, y para el

disefio de estrategias para su prevencion.



ABSTRACT

An increased concentration of extracellular glutamate and failure of energy metabolism are
two events associated with brain ischemia. Although the mechanism that induces the
increase in glutamate extracellular levels during ischemia is not completely understood,
alterations in transporter molecules removing this amino acid from the synaptic space might
be involved. High glutamate concentrations induce neuronal death through a mechanism
known as excitotoxicity. This type of the cell death is associated with the loss of neurons
subsequent to cerebral ischemia. Using cultured cerebellar granule neurons, we
demonstrated that glutamate uptake inhibition by L-trams-pyrrolidine-2,4-dicarboxylate
(PDC), increases the extracellular concentration of glutamate but does not induce neuronal
death. However, glutamate becomes toxic when the energy metabolism of granule neurons
is altered by the presence of 3-nitropropionic acid (3-NP), an inhibitor of succinate
dehydrogenase (SDH), an enzymatic component of the Krebs cycle and complex II of the
electron transport chain. The present work shows that PDC and 3-NP activate two different
mechanisms that can lead to the cell death. When PDC is incubated a rapid and partial
depolarization of mitochondrial membrane potential (A¥m) occurs, which is mediated by
activation of the NMDA glutamate receptor subtype. A total collapse of A¥m is prevented
by oxygen consumption. This mechanism is accompanied by the generation of oxidative
stress (production of reactive oxygen species and decrease of GSH levels), but does not
induce death neuronal. On other hand, 3-NP produces a progressive depolarization of A¥m
after 2 hours of incubation, that is associated with the loss of NADH levels. However,
inhibition of energy metabolism by 3-NP does not lead to neuronal death. Only coexposure
of PDC+3-NP produces neuronal death with both necrotic and apoptotic phenotypes, which

is associated with a loss of ATP levels and mitochondrial redox activity. These results



suggest that accumulation of endogenous extracellular glutamate after inhibition of its
transporters, induces a partial AYm loss that is compensated by the stimulation of
mitocondrial respiration, which leads to oxidative stress dependent on NMDA receptor
activation. This mechanism prevents neuronal death unless failure of mitochondrial activity
hampers such neuroprotective strategy. Additionally, we showed that the presence of
enefgy substrates such as the pyruvate and acetoacetate prevents neuronal death. Results
are relevant to the understanding of the mechanisms involved in neuronal death associated

with brain ischemia, and the design of new therapies with clinical potentiality.




ORGANIZACION DE LA TESIS

La presente tesis ha sido estructurada en cinco partes que incluyen: introduccion,
antecedentes directos del proyecto, objetivos de la tesis, metodologia, resultados, discusion
y conclusién general.

En la introduccién se abordan de manera general las caracteristicas de la isquemia cerebral
asi como los diversos modelos que se han utilizado para tratar de entender los eventos
involucrados en este desorden cerebro-vascular. También se describen algunos de los
mecanismos involucrados en la pérdida neuronal que se observa después de un periodo
i1squémico, y las posibles alternativas de neuroproteccién. En este apartado se incluye el
articulo de revision titulado “Interaccion entre las células gliales y neuronales y su papel
en la muerte y sobrevivencia neuronal” (Arch. Neurosci. 2004, 9: 39-46), donde se
integran los conceptos y la informacién actualizada de los mecanismos celulares implicados
en la pérdida neuronal durante un periodo isquémico. En los antecedentes se describen las
caracteristicas del modelo de estudio y su relacién con la isquemia cerebral. La
caracterizacién del modelo fue publicada con el titulo “Strategies for neuroprotection
against L-trans-2,4-pyrrolidine dicarboxylate-induced neuronal damage during energy
impairment in vitro” (J. Neurosci. Res. 2001, 64: 418-428) y se incluye en la tesis en
forma de un anexo ya que este trabajo se realiz antes de ingresar al doctorado. Seguido de
este punto se mencionan los objetivos generales y particulares de la tesis. Posteriormente se
presenta la seccién de metodologia donde se describen los fundamentos de las técnicas
utilizadas durante el desarrollo de esta tesis.

En la parte de resultados se incluyen dos trabajos, el primero de ellos titulado: “Glutamate
uptake inhibitor L-trans-pyrr&lidine 2,4-dicarboxylate becomes neurotoxic in the presence

of subthreshold concentration of mitochondrial toxin 3-nitropropionate: involvement of




mitochondrial reducing activity and ATP production” (J. Neurosci. Res. 2003, 74: 956-
966) y el segundo titulado “Increased mitochondrial respiration maintains the
mitochondrial membrana potencial and promotes survival of cerebellar neurons in an
endogenous modelo of glutamate receptor activation” (J. Neurochem. 2005, 92: 183-190).
Finalmente se realiza una discusién a partir de estos resultados seguido por una conclusion

general.



L. INTRODUCCION

La i1squemia cerebral es un sindrome cerebro-vascular considerado como una de las
primeras causas de muerte e incapacitacién de adultos jovenes y ancianos en todo el
mundo. La tsquemia cerebral ocurre cuando existe una disminucién de la circulacidn
sanguinea cerebral producida por trauma, hemorragia, paro cardiaco u oclusién arterial;
provocando degeneracién y muerte celular en la zona que ha dejado de ser irrigada.
Algunos factores como la edad, el sexo, la historia familiar 6 el grupo étnico predisponen a
las personas a sufrir un daflo cerebro-vascular. Sin embargo, factores adicionales como la
hipertension, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la obesidad, la inactividad
fisica, el abuso en el consumo de anticonceptivos, cigarros y alcohol entre otros,
incrementan la susceptibilidad de las personas a sufrir un accidente cerebro-vascular
(Sacco, 1998). Los individuos que sobreviven a la isquemia cerebral sufren desérdenes
neuroldgicos y fisicos muchas veces irreversibles, por lo que los accidentes vasculares
cerebrales son considerados como un problema de salud puablica con altos costos
econdémicos en paises desarrollados (Sacco, 1998). En México, de acuerdo a los datos de la
Secretaria de Salud (SSA) y del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI), durante el afio 2003 ocurrieron 26,849 defunciones asociadas a enfermedades
cerebro-vasculares, cifra que la ubicd como la tercera causa de muerte en el pais solo por
debajo de la diabetes mellitus y las enfermedades cardiovasculares y por arriba de la
cirrosis, que representan la primera, segunda y cuarta causa de muerte en el pais
respectivamente. En ese mismo afio se registraron mas de treinta mil nuevos casos en las
instituciones del sistema nacional de salud. Sin embargo, es probable que el niunero de
casos sea mayor debido a los altos {ndices de diabetes, enfermedades cardiovasculares,

alcoholismo y obesidad que se presentan en México y que pueden predisponer a las




personas a sufrir una jsquemia cerebral, por lo que este desorden cerebro-vascular se
empieza a convertir en un problema potencial de salud lo que implicaria que gran parte del
presupuesto de los sistemas de salud y de los familiares de la victima, sean utilizados para
atender y rehabilitar a las personas que sufrieron y sobrevivieron a una isquemia cerebral.
Por estas razones es necesario conocer los posibles mecanismos que generan la muerte
celular y proponer algunas alternativas terapéuticas que permitan contrarrestar el dafio

Isquémico y sus secuelas.

1. MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL

A pesar de que 1o se ha podido desarrollar un modelo que mimetice todas las condiciones
clinicas de la isquemia cerebral, existen varios modelos experimentales in vivo ¢ in vitro de
facil acceso que nos permiten investigar algunas de las caracteristicas y eventos que
suceden durante y después de un periodo isquémico, asi como los posibles tratamientos que
se podrian aplicar para prevenir o disminuir las secuelas que se¢ generan en este sindrome

cerebro-vascular.

1.1. Modelos in vivo

El desarrollo de modelos de isquemia cerebral en animales ha permitido relacionar algunos
aspectos como la duracién del periodo isquémico y la severidad del dafio neuronal; cambios
a nivel metabdlico v fisiolégico en el animal durante y después de un periodo isquémico, y
ademas han permitido probar diversos agentes con uso clinico potencial. Los modelos
animales se han dividido en modelos de isquemia global y modelos de isquemia focal. El
primero se caracteriza por disminuir el flujo sanguineo a través de la oclusion de las arterias

vertebrales y cardtidas en los animales; mientras que el segundo consiste en fa oclusion de




la arteria cerebral media. Estos modelos han sido ampliamente caracterizados en ratén, rata,
gerbo y gato principalmente (Karpiak et al.,, 1989). Sin embargo, existen otros modelos de
disminucién del flujo sanguineo que implican la inyeccién de microesferas o sustancias
fotoquimicas, que son utilizados como modelos de trombosis (Karpiak et al., 1989;
Dietrich, 1998). A pesar de que estos modelos nos pemmiten entender algunos de los
mecanismos fisiolégicos y deducir los posibles eventos celulares que se desarrollan durante
la isquemia cerebral, no es posible conocer los mecanismos finos involucrados en la
muerte, por lo que es necesario el uso de modelos in vitro para estudiar dichos eventos de

forma mas controlada y con mayor detalle.

1.2. Modelos in vitro

Las células neuronales y gliales que crecen y se mantienen in vitro nos permiten estudiar
algunas propiedades in situ bajo condiciones relativamente simples y controladas. La
informacién bioquimica y fisioldgica que a nivel celular provee un cultivo neuronal se
aproxima a lo que sucede en un cerebro intacto, por lo que hace a los cultivos cefulares un
modelo invaluable de estudio fisioldgico y patoldgico de las células del sistema nervioso.
Ademas, los cultivos celulares proveen las siguientes ventajas sobre los modelos animales:
1) control del ambiente fisico y quimico tales como concentracién de sustratos, iones,
nutrimentos, cofactores y composicién de gases y temperatura, 2) acceso directo de las
células a precursores marcados, inhibidores metabdlicos y trazas sin la presencia de la
barrera hematoencefalica o una difusién no uniforme, 3) observacién visual continua y
directa de las células vivas bajo un microscopio permitiendo el estudio morfoldgico y
dindmica celular, 4) accesibilidad de células individuales a la exploracién con

microelectrodos y otros instrumentos de precisidn, 5) recuperacién del medio condicionado




para el anélisis bioquimico y bioensayos y 6) una preparacion ripida y excelente para
microscopia electrénica y otras técnicas morfolégicas y para histoquimica,

inmunohistoquimica y analisis bioquimico.

Todas estas caracteristicas de los cultivos celulares hacen de los modelos in vitro, uno de
los sisteras mas eficientes y versatiles para el estudio de la fisiologia y la patologia de las
células nerviosas. Ademas es posible reproducir algunos aspectos involucrados en la
isquemnia cerebral y en sindromes neurodegenerativos (Kim, 1994). Por ejemplo, la omision
de glucosa y oxigeno en cultivos celulares es utilizada como un modelo clasico isquemia in
vitro (Goldberg et al., 1986; Goldberg y Choi, 1993). La exposicién de azida de sodio es
utilizada como un modelo de anoxia quimica (Varming et al., 1996; Jorgensen et al., 1999),
al igual que el inhibidor de la glucélisis, el yodoacetato (Mackert et al., 1996). Sin
embargo, este ultimo también ha sido propuesto como un modelo de isquemia/hipoxia
quimica (Uto et al., 1995). Por otro lado, diversas toxinas mitocondriales han sido
utilizadas para mimetizar condiciones asociadas a enfermedades neurodegenerativas, como
es el caso del 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP"), en la enfermedad de Parkinson (Kotake y
Onta, 2003; Coilier et al, 2003), el acido 3-nitropropiénico en la enfermedad de
Huntington (Fink et al., 1996; Pang y Geddes, 1997), y el malonato en la esclerosis

aminotrofica lateral (Kaal et al., 2000).

2. MUERTE CELULAR POR ISQUEMIA CEREBRAL
El cerebro requiere de un aporte continuo de glucosa y oxigeno para mantener su
metabolismo energético en éptimas condiciones y con ello realizar de manera normal sus

funciones (Erecinska y Silver, 1989). Sin embargo, como mencionamos anteriormente,
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durante la isquemia cerebral existe una disminucién de la circulacién sanguinea cerebral y
en consecuencia un agotamiento de las reservas de glucosa y oxigeno aportados por la
sangre, lo que provoca un daflo celular irreversible en la zona que ha dejado de ser irrigada.
A la zona en donde las células mueren irremediablemente se le denomina centro isquémico.
Sin embargo, existe una region que circunda al centro isquémico llamada zona de
penumbra, donde hay irrigacion colateral y es por tanto rescatable (Fig. 1). Se ha propuesto
que las células que se localizan en la zona de penumbra puedenr morir a través de diversos
mecanismo como la excitotoxicidad, el estrés oxidativo y alteraciones metabélicas, sin
embargo, aun sc¢ desconoce la importancia y relacion precisa entre cada uno de estos

mecanismos (Hakim, 1998).

Centro isquémico

Zona de penumbra

I
Obstruccion de la
arteria cerebral media

Figura 1. Areas generadas después de un periodo isquémico. La obstruccién de la arteria cardtida o de la arteria cerebral media impide el
flujo sanguineo y en consecuencia ¢l aporte de glucosa y oxigeno al cercbro. La zona inmediata al sitio de obstruccion recibe el nombre
de centro isquémico y las células en esta drea mueren irremediablemente (mostradss en un circulo). La zona que circunda al centro
isquémico recibe ¢l nombre de 20ona de penumbra (marcada en azul) y al tener una irigacion colateral pueden ser rescatadas. Se propone
que estas neuronas pueden morir por diversos mecanismos como son ¢l daflo excitotéxico, €l estrés oxidativo o una alteracién metabélica
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2.1, Excitotoxicidad

El término excitotoxicidad se refiere a la capacidad del 4cido glutimico o glutamato (el
principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central), de producir dafio
celular por la actividad prolongada de sus receptores (Olney, 1969). Las primeras
evidencias que demostraron el potencial neurotdxico del glutamato fueron reportadas por
Lucas y Newhouse (1957), quienes observaron que una administracion subcutinea de
glutamato en ratones inmaduros produce una degeneracién rapida de las neuronas de la
capa interma de la retina. Esta evidencia fue confirmada posteriormente en ratas, conejos,
cobayos, hamsters, pollos y monos rhesus, tanto por la administracién subcutdnea como por
la administracién oral de glutamato (Olney, 1979). Posteriormente, en una serie de estudios
independientes, se demostrd que la administracion de analogos del acido glutamico como el
acido kainico, el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido cistein-S-sulfonico y el acido
homocisteico también podian producir degeneracion de las células nerviosas y otras
manifestaciones como: incremento en la frecuencia de potenciales de accidn en la médula
de gato, induccion de convulsiones en ratas, gatos y momos, vomitos en perros y el
sindrome del restaurante chino en humanos adultos (Olney, 1979).

El dafio por excitotoxicidad tiene caracteristicas citopatoldgicas bien definidas. Por
ejemplo, después de 30 minutos de la inyeccién sistémica de glutamato en roedores
jévenes, las neuronas del nicleo arcuato del hipotalamo muestran un evidente hinchamiento
de las dendritas y los somas celulares, el cual es seguido de la degeneracion de los
organelos intracelulares y picnosis nuclear. Después de varias horas las células se necrosan
y son fagocitadas. El dafio es predominantemente postsindptico, ya que las terminales
nerviosas y los axones no se afectan (revisado en Massieu, 1999). Los posibles mecanismos

celulares involucrados en la excitotoxicidad han sido estudiados en neuronas cultivadas y
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en rebanadas de tejido nervioso. En cultivos neuronales se han descrito dos fases
principales de dafio celular producido por la exposicién a glutamato. Durante la primera,
denominada fase aguda, hay un hinchamiento marcado del soma y las dendritas, el cual
depende del Na* y CI” externos. Esto ocurre después de algunos minutos de exposicion al
acido glutamico, es reversible y puede ser producido por agentes despolarizantes tales
como la concentracidn elevada de potasio y la veratridina que promueve 1a entrada de Na™.
Este fenémeno se debe posiblemente a la entrada del Na" seguida del flujo pasivo del Cl' y
agua. La mayoria de las células recuperan su volumen original después de algunas horas
(Choi, 1987; Hasbani et al., 1998, Sakaguchi et al., 1999). La segunda fase se caracteniza
por la desintegracion retardada de las neuronas; ocurre algunas horas después de la
exposicién inicial del glutamato y depende del Ca®* externo (Choi, 1987; Hasbaini et al,,
1998).

La correlacion cuantitativa entre la degeneracion producida por glutamato y la cantidad de
Ca’* acumulada intracetularmente ha permitido postular que la participacién de la entrada
de Ca®* a la célula en el proceso excitotdxico se puede producir a través de diversas vias
como son: los receptores glutamatérgicos (en particular los receptores tipo NMDA), los
canales de calcio dependientes de voitaje y el intercambiador Na*/Ca**. El incremento de la
concentracion de calcio interno ([Ca®'];), es un factor importante para la muerte celular por
excitotoxicidad; sin embargo, los pasos subsiguientes al incremento en la [Ca®*]i no estan
bien dilucidados. Se piensa que la entrada de estos iones podria: 1) activar proteasas, las
cuales contribuirian al dafio celular al degradar proteinas estructurales; 2) activar
fosfolipasas contribuyendo al rompimiento de la membrana celular; 3) incrementar la
produccién de radjcales libres y por lo tanto producir dafio por estrés oxidativo y 4) activar

endonucleasas generando alteraciones en el ADN (Chot, 1988).
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Las evidencias que sugieren que las células que se localizan en la zona de penumbra
mueren a través de un mecanismo excitotoxico durante la isquemia cerebral, se basan en los
siguientes datos experimentales: 1) las caracteristicas citopatoldgicas subsecuentes a la
1squemia son muy similares a las producidas por la exposicién directa de las neuronas a
altas concentraciones de glutamato (Simon et al., 1984); 2) estudios de microdidlisis in vivo
indican que hay una gran acumulacién de glutamato y aspartato en aquellas regiones que
exhibirdn dafio celular como consecuencia de la isquemia (Benveniste et al., 1984; Graham
et al, 1990); 3) los antagonistas de los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y no-
NMDA protegen contra la neurodegeneracion inducida por isquemia (Simon et al., 1984;
Sheardown et al., 1990) y 4) la interrupcidn de las vias glutamatérgicas evita el dano
isquémico (Benveniste et al., 1989).

La excitotoxicidad producida por glutamato también ha sido vinculada a la pérdida
neuronal asociada a enfermedades neurodegenerativas como la corea de Huntington, la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson y a algunos desdrdenes

neuroldgicos como la epilepsia y 1a hipoglucemia (Obrenovitch y Urenjak, 1997).

2.2. Estrés oxidativo

Los radicales libres son definidos como atomos o moléculas que presentan uno o mas
electrones desapareados en su Ultimo orbital molecular, esta inestabilidad los convierte en
moléculas altamente reactivas. Los radicales libres mas comunes son: el 6xido nitrico (NO),
el superéxido (O;"), el radical hidroxilo (OH') y el peroxido de hidrégeno (H;03). Aunque
el H,0; no es un radical por s{ mismo, esta involucrado en las reacciones que producen
radicales libres. Ademas, el O, puede interactuar con el NO y generar agentes oxidantes

altamente reactivos como el anién peroxinitrito (ONOQO") y el OH' (Halliwell, 1992). A los
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radicales libres y a las especies reactivas que no son radicales se les conoce como especies
reactivas de oxigeno (ERO).

La produccién de los radicales libres es parte del metabolismo normal de las células y son
generados principalmente en las reacciones de oxidacién-reduccién que se producen en la
cadena de transporte de electrones (CTE) en la mitocondria, asi como en diversas vias del
metabolismo celular. Estos son eliminados de [a célula por mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos, que permiten mantener al minimo su concentracién (Drége, 2001). Un exceso
en la produccién de ERO puede ocasionar un dafio a la célula a través de la oxidacidn de
moléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Cuando los radicales libres se
producen en exceso pueden causar dafio a las células a través de un “estrés oxidativo” que
es un término utilizado para definir un proceso tdxico que es consecuencia de un
desbalance entre la formacién de ERO y la capacidad antioxidante de la célula (Drége,
2001).

El radical OH' es la especie mas reactiva, su capacidad de difusion es de pocos angstroms
por lo que su reaccion se limita al sitio de generacién. El radical O, es menos reactivo pero
puede fugarse de la membrana mitocondrial y actuar a distancia mientras que, ¢l NO y el
ONOO pueden llegar a difundirse a otras células (Halliwell, 1992). Los mecanismos de
defensa antioxidante ocurren de manera natural pudiendo contrarrestar la produccidn
excesiva de radicales libres en la célula. La superéxido dismutasa (SOD), cataliza la
dismutacién de O, a H;0,, que a su vez puede ser reducido a H,O a expensas de glutation
en una reaccién catalizada por la glutatién peroxidasa. E]l H,O, también puede ser reducido
por la enzima antioxidante catalasa. El H,O, que no es eliminado por glutatién puede
descomponerse a OH, y el hierro facilita esta reaccién. Las vitaminas lipofilicas como el a-

tocoferol (vitamina E), pueden bloquear la cadena de reacciones de la peroxidacion lipidica
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y las vitaminas hidrofilicas como el acido ascérbico, que son agentes reductores, pueden
donar electrones directamente a los radicales libres (Drége, 2001).

Las evidencias acumuladas a lo largo de las dos ultimas décadas plantean que el estrés
oxidativo esta involucrado en el dario celular que se observa durante la isquemia cerebral y
la reperfusién son: 1) la administracion de compuestos que evitan la formacién de ERO
también disminuyen las lesiones producidas en diversos modelos de isquemia cerebral
(Chan, 1996); 2) la sobreexpresién de enzimas antioxidantes como la SOD evitan el dafio
isquémico (Yang et al, 1994; Chan, 1998); y 3) durante el proceso de reperfusién
1squémica se ha observado un incremento en la activacién de la NOS, enzima encargada de
la produccion del NO vy por tanto la formacion de este radical ademas de un incremento en
la formacidn del radical O, (Love, 1999). Sin embargo, aiin se desconoce el papel preciso

del estrés oxidativo en la isquemia cerebral,

2.3. Alteraciones metabolicas

Como mencionamos anteriormente la funcién y sobrevivencia de las neuronas depende del
aporte continuo de glucosa y oxigeno para generar ATP a través de la glucélisis y la
fosforilacién oxidativa (Erecinska y Silver, 1989; Murphy et al., 1999). La restriccién de la
generacion de ATP, como sucede en la isquemia cerebral, podria causar un dario neuronal
irreversible a través de un mecanismo denominado excitotoxicidad secundaria. En la
excitotoxicidad secundaria, la deficiencia energética asociada a la isquemia disminuiria la
concentracién de ATP en las neuronas. Esto provocaria una reduccién en la actividad de la
ATPasa Na'/K® encargada de mantener el potencial de membrana produciendo su
despolarizacidn, y por lo tanto, la liberacién del idn Mg®* que normalmente se encuentra

bloqueando el poro idnico del receptor al NMDA (Zeevalk & Nicklas, 1992; Massieu y
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Garcia, 1998). La presencia de glutamato, aiin a bajas concentraciones, activaria el receptor
NMDA y tendria lugar el dafio excitotéxico por los mecanismos mencionados
antenormente. Adicionalmente a este mecanismo la disminucidon de ATP durante fa
isquemia podria afectar la actividad de la ATPasa Na'/K™ alterando los gradiente ionicos de
Na® y K7, y esto traer como consecuencia una disminucién en la actividad del transportador
de glutamato, o un cambio de direccidn de su funcionamiento ya que este transportador es
dependiente de Na* (Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000). Esto podria explicar porqué
durante [os periodos de isquemia se observa una acumulacidn extracelular de glutamato, y
muerte excitotoxica, generando un circulo vicioso de dafio neuronal.

Por otro lado, en los ultimos afios, diversos estudios han demostrado que una deficiencia en
el metabolismo energético puede dar lugar a una degeneracidn nerviosa parecida a la
excitotoéxica; algunas de estas evidencias son: 1) la administracién de toxinas
mitocondriales producen degeneracion de las células nerviosas. Este dafo presenta
caracteristicas citolégicas y neuroquimicas similares a las producidas por la administracién
de agonistas glutamatérgicos, y a las asociadas a algunas enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, asi como a la isquemia
cerebral (Storey et al., 1992; Beal et al., 1993; Grenee et al., 1993; Brouillet et al., 1994,
Schulz et al., 1994); 2) la neurodegeneracién asociada a la inhibicién del metabolismo
energético puede ser disminuida por antagonistas del receptor NMDA (Beal et al., 1993,
Grenee et al., 1993; Brouillet et al., 1994; Weller y Paul, 1993; Fink et al., [996); y 3) el
dafio producido por glutamato in vivo € in vitro es exacerbado en presencia de venenos
mitocondriales (Novelli et al., 1988; Greene y Greenamyre, 1995; Greene et al.,, 1998;

Sanchez-Carbente y Massieu, 1999).
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Recientemente, diversos laboratorios han reportado un gran numero de evidencias que
sugieren que la disfuncién mitocondrial juega un papel fundamental en la activacion de
diversos eventos celulares que podrian estar involucrados en la muerte neuronal como son:
la alteracién del potencial de membrana mitocondrial (A¥m) (Ankarcrona et al., 1995;
White y Reynolds, 1996; Schinder et al., 1996), la pérdida del amortiguamiento del calcio
intracelular por la mitocondna (Nicholls et al., 2003), la apertura del poro de permeabilidad
de transicién en la mitocondria (Crompton, 1999), y liberacién del citocromo ¢ (Green y
Reed, 1998). Estos eventos pueden conducir a la muerte neuronal subsecuente a la

1squemia; sin embargo, la relacidn entre cada uno de estos eventos es todavia incierta.

3. MECANISMOS DE PROTECCION CONTRA EL DANO ISQUEMICO

El desarrollo de la isquemta cerebral y su subsecuente reperfusion conduce a una muerte
neuronal masiva. Esta pérdida celular puede ocasionar diversas alteraciones en el paciente
como la pérdida motora e intelectual e incluso la muerte dependiendo de 1a region afectada
y de la severidad de la isquemia. En los tltimos arios se han aplicado diversos farmacos que
actian en algunas de las vias involucradas en la muerte celular, en particular aquellas que
involucran la activacidn de los receptores glutamatérgicos y de canales de calcio tipo L, han
sido ampliamente usados en la terapéutica (Ginsberg, 1993). Sin embargo, muchos de estos
farmacos han tenido efectos secundanos sobre los pacientes como la hipertensién, la
sedacién, la ataxia y las alucinaciones (Holt, 1997). Por esta razon es necesario seguir
investigando los mecanismos involucrados en la muerte celular con el fin desarrollar
estrategias altemativas de neuroproteccidn para evitar o retardar la perdida neuronal sin

afectar al paciente.
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En el siguiente articulo de revisidn se traté de establecer cual es la relacién entre la
excitotoxicidad, el estrés oxidativo y el metabolismo energético en la muerte y

sobrevivencia celular que se observa en la isquemia cerebral.

3.1. Trabajo 1

Garcia O, Massieu L. 2004. Interaccidn entre las células gliales y neuronales y su papel en

la muerte y sobrevivencia neuronal. Arch. Neurosci (Mex). 9 (1): 39-46.
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Interaccion entre las células gliales y neuronales y
su papel en la muerte y sobrevivencia neuronal
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RESUMEN

El cerebro esta conformado por neuronas y células
gliales, la relacién entre estos dos tipos de células es
fundamental para mantener la homeostasis cerebral.
La excitabilidad de las células nerviosas depende en
gran medida del acido glutamico, el principal neuro-
transmisor excitador en el cerebro de mamilferos. La
sintesis y el metabolismo del écido glutémico, involucra
una estrecha relacion entre las neuronas y las células
gliales. Una alteracidn entre los sistemas neuro-gliales
glutamartérgicos puede producir la muerte de las
células nerviosas a través de un mecanismo denomina-
do excitotéxico. La muene excitotdxica se ha asociado
a la pérdida neuronal que se observa después de un
episodio isquémico y en algunas enfermedades neu-
rodegenerativas. Por otro lado, las interacciones
neurogliales pueden funcionar como sistemas de neuro-
proteccién que se activan para contrarrestar el dano
excitotéxico a través de una intensa interaccion meta-
bolica que involucra la estimulacion de Ja glucolisis y
la produccién de sustralos metabdlicos como el
piruvato y el lactato, ast como la sintesis de giutation,
entre otros. En el presente trabajo se revisara el papel
de los sistemas neurogliales glutamatérgicos en el
dano y sobrevivencia neuronal durante la isquemia
cerebral.

Palabras clave: neuronas, glia, isquemia, glutamato.

GLIAL-NEURONAL INTERACTION AND ITS ROLE
IN NEURONAL DEATH AND SURVIVIVAL

ABSTRACT
The brain is conformed by neurons and glial cells, and

the relationship between these two types of cells is
fundamental in maintaining cerebral homeostasis. The
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excitability of nerve cells depends mainly on glutamic
acid, the mayor excitatory neurotransmitter in mamma-
lian brain. The synthesis and metabolism of glutamic
acid, involves a close relationship between neurons and
glial cells. An alteration of the glutamatergic neuro-glial
systems can produce the death of neurons through a
mechanism known as excitotoxicity. Excitotoxic death
is associated with the loss of neurons observed after a
cerebral ischemic episode and in some neurode-
generative diseases. On the other hand, neuro-glial
systems might have a neuroprotective aclion to prevent
excitotoxic damage through an intense metabolic
interaction which involves the stimutation of glycolysis
and the production metabolic substrates such as
pyruvate and lactate, as well as glutathione synthesis,
among others. The present work reviews the role of the
glutamatergic neuro-glial system on neuronal damage
and survival during cerebral ischemia.

Key words: neurons, glia, ischemia, glutamate.

| cerebro de los mamiferos estad constituido

principalmente por dos clases de células: las

neuronas y las células gliales. Se estima que
el cerebro humano contiene mas de 100 mil millo-
nes de neuronas mientras que el numero de células
gliales supera entre 5 y 10 veces a la poblacion neu-
ronal', Durante mucho tiempo se pensé que el papel
de las células gliales estaba limitado al mantenimiento
de la citoarquitectura del cerebro. Sin embargo, en las
alimas décadas se ha demostrado que las células
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Interaccion entre las células

gliales establecen una estrecha relacién con las
neuronas a través de sistemas denominados neuro-
gliales, que se encargan de mantener la homeostasis
cerebral.

Las neuronas son células altamente especia-
lizadas y morfolégicamente pueden ser divididas en
cuatro regiones: el cuerpo celular o soma que es el
ceniro metabdlico de la célula; las dendritas, estructuras
ramificadas que reciben senales de otras células; el
axon, que se extiende a partir del soma de la célula
nerviosa y que conduce la informacion a otras neuro-
nas, por ultimo las terminales presindpticas que
constituyen la region de la neurona que permite la
comunicacién con otras neuronas a través de estructu-
ras especializadas llamadas sindpsis. Las células
gliales a su vez se clasifican principalmente en tres
categorfas: los oligodendrocitos y las células de
Schwann que forman la mielina, una membrana que
sirve de barrera de aislamiento y que s& encuentra
involucrada en Ja conduccion del impulso nervioso del
sistema nervioso central y periférico, respectivamente;
la microglia, formada por células que responden a un
dano o enfermedad en el cerebro, activando una
respuesta inflamatoria y fagocitando las bridas celulares
0 detritus, por ultimo los astrocitos que se caracterizan
por tener una forma estrellada. Los astrocitos estdn
estrechamente vinculados con [as neuronas en procesos
como: la recaptura de neurotransmisores fiberados du-
rante 1a transmision sinaptica, el mantenimiento de la
concentracién de K- y del pH, la transferencia
de sustratos metabolicos y la liberacién de factores
tréficos que promueven el crecimiento, maduracion y
reparacion de las células nerviosas? Recientemente,
diversos reportes sugieren que las células gliales
pueden tener otras funciones ademas de las ya
mencionadas como son: la regulacion de la excitabili-
dad neuronal**®, el control de la microcirculacion
cerebral® y la reconstitucidn de los contactos sinap-
ticos’, lo que hace que la comunicacion entre las células
gliales y las neuronas sea esencial para el funciona-
miento del cerebro. En este trabajo se revisara cual es
el papel de los sistemas neuro-gliales glutamatérgicos
y su relacién con la muerte y sobrevivencia celular
asociadas conlaisquemia cerebral.

La sinapsis glutamatérgica como un modelo de
interaccion de los sistemas neuro-gliales

La excitabilidad de las células nerviosas depende
en gran medida de la accién del acido glutamico o
glutamato, que es el principal neurotransmisor excitador
en el cerebro de los mamiferos. Sin embargo, bajo
ciertas condiciones este aminoacido puede actuar
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como una potente neurotoxina. El mecanismo fisiols-
gico y patolégico de la excitabilidad neuronal involucra
una estrecha comunicacion entre 1as células gliales y
las neurcnas’. La estimulacion de 1as neuronas a través
de la sinapsis glutamatérgica consiste basicamente en
la despolarizacién de las terminales sinépticas y la

ASTROCITO

Figura L. Sindpsis glutamatérgica. Un estimulo nervioso proveca la
liberacién de glutamato almacenado en vesiculas sinapticas al espacio
extracelular. El glutamato liberado actaa sobre sus receplores
tononotrdpicos (AMPA y NMDA) y metaboudpicos produciendo la
excitacidn de la neurona postsinaptica. Después de su accién sindprica
cl glutamato es capturado por transportadores localizados en las
neuronas (EAAT3) y los astrocitos (EAAT) v EAAT2). linalizando
asi la acuvidad de la sinapsis excitadara y manteniendo bajas las
concentraciones de glutamato extracelular. Ver detalles en ¢l texto

liberacidn vesicular del glutamato de la terminal
presinaptica al espacio sindptico (figura 1).

Se estima que la concentracién de glutamato
en las vesiculas sinapticas puede alcanzar un rango de
60-210 mM y en el momento que se activa la sinapsis
excitadora se pueden liberar entre 2 000 a 5 000
moléculas de glutamato alcanzando una concentracion
de entre 1-5 mM en et espacio sindptico®. Las molécu-
las de glutamato tienen que recorrer por difusion una
distancia de entre 0.5-1 pm para poder activar a recep-
tores glutamatérgicos especificos en la membrana
postsinaptica (figura 1). Por Uitimo los receptores a
glutamato pueden ser divididos en dos tipos: los
receptores ionotrépicos y los receptores metabo-
trépicos. Los receptores ionotropicos contienen un
canal iénico especlfico para cationes y en base a la
especificidad del agonista son clasificados en
receptores NMDA (N-metil-D-aspatato), AMPA (c-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropionato) y Kainato.
La activacién de los receptores glutamatérgicos en la
membrana postsindptica produce un cambio en
la permeabilidad inica de ta membrana y por lo tanto

21




Octavio Garcia et al.

Arch Neurocien (Mex)
Vol 9, No. 1: 39-4B, 2004

excitacion enla neurona. Los receptores AMPA median
la transmision sindptica excitadora rdpida y son
permeables principalmente a Na“. Sin embargo, el
receptor a AMPA puede ser permeable al Ca? si esta
conformado por determinadas subunidades?®. Los
receptores a NMDA son bloqueados fisiolégicamente
por Mg?* y de manera dependiente de voltaje. Para
que los receptores NMDA se activen requieren de
la estimulacién previa de los receptores AMPA, la
despolarizacion producida por la activacion de éstos
libera el Mg?** que se encuentra bloqueando el poro
delreceptor NMDA, y después la presencia de glutama-
to junto con la glicina hacen que el receptor entre en
su estado activo lo que permite |a entrada de Na- y
Ca?- y por lo tanto la excitacién de la neurona (figura
1). Por ultimo los receptares metabotrdpicos se encuen-
tran acoplados a protelnas G y modulan la produccion
de mensajeros intracelulares por la activaciéon de la
fosfolipasa C (PLC) o de la adenilato ciclasa (AC) (figura
1). por dltimo |la concentracion intracelular del glutamato
en el cerebro es de aproximadamente 10 mM mientras
que la concentracion extracelufar es extremadamente
baja cerca de 2-3 yM. CEn lo presedente anterior-
mente cuando la sinapsis excitadora se activa la
concentracién de glutamato en el espacio sinaptico
puede alcanzar una concentracion de 1-5 my, si la
concentracién de glutamato no disminuye después de
ser liberado este neurotransmisor puede resultar téxico
alas neuronas incluso a concentraciones de 10 UM, si
permanece por un tiempo prolongado en el medio
extracelulas'®. Las concentraciones extracelulares de
glutamato se regulan por la accién de sistemas
de captura de alta afinidad dependientes de Na*
Jocalizados en neuronas y células gliales (figuraT).
Después de actuar sobre sus receptores, el glutamato
es eliminado rapidamente del espacio sindptico en un
tiempo aproxi-mado de 50-200 ys? finalizando asi la
actividad de la sinapsis excitadora. La captura de
glutamato se lleva acabo principalmente por los
astrocitos, esta captura es mayor a la de las propias
neuronas glutamatérgicas por lo que se considera que
la activacion de los transpor-tadores localizados en los
astrocitos, es el mecanismo predominante utilizado en
los sistemas neuro-gliales para mantener bajas las
concentraciones extracelulares de glutamato en el
cerebro''.

En la actualidad se han clonado 5 tipos de
transportadores a glutarmato, los predominantemente
gliafes conocidos como GLAST y GLT-1 clonados
originalmente del cerebro de rata, y sus homologos
humanos EAAT1 y EAAT2, respectivamente. Ei
transportador EAAC1 y su homologo en humanos
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EAAT3 que se localiza principalmente en las células
neuronales, el transportador EAAT4 expresado en
células cerebelares de Purkinje, y finalmente el transpor-
tador EAATS expresado enretina. En los ultimos anos
se ha demostrado que tanto en neuronas como en
células gliales existe una expresion diferencial de los
transpor-tadores e incluso una colocalizacién de los
diferentes subtipos de transportadores a glutamato en
las células'z

La captura de glutamato estimula la glucdlisis

La captura de glutamato por {os transportadores
requiere de energia. El costo energético de esta captura
requiere de 1 molécula de ATP por molécula de
glutamato transportada asociada a 3 iones de Na* '2,
Et ATP requerido para el transporte de glutamato es
obtenido por medio de la oxidacion de la glucosa
capturada por transportadores especificos ubicados
en Jos astrocitos. Durante el proceso glucolitico se
producen dos ATE un ATP es usado para la expulsion
de los iones Na* por la ATPasa Na-/K- y el otro ATP
es utilizado para la sintesis de glutamina, ademnas de
producirse dos moléculas de lactato por cada molécula
de glucosa. Se ha propuesto que la activacion
fisiolégica de la sinapsis glutamatérgica podria estimular
la glucdtisis de los astrocitos' a través del siguiente
mecanismo: una vez liberado el glutamato de las
terminales presindpticas el neurotransmisor serla
capturado principalmente por los transportadores
localizados en {os astrocitos. Como el glutamato es
cotransportado coniones Na* causarta un incremento
en la concentracién intracelular de Na+- enlos astrocitos
lo que conducirla a la activacion de la ATPasa Na-/K-
(figura 2). La activacion de la ATPasa Na /K estimutaria
la glucolisis'. Adicionalmente ef giutamato que es
capturado por los astrocitos puede ser metabolizado
por diversas vias y ser utilizado en la formacion de
glutamina o entrar en el ciclo del &cido tricarboxitico y
servir como una fuente energética (figura 2). La
formacion de glutamina es catafizada por la glutamina
sintetasa una enzima localizada en los astrocitos y en
menar cantidad en los oligodendrocitos, pero ausente
en las neuronas. El metabolismo oxidativo del gluta-
mato es iniciado por su conversién a y-cetogiutarato,
mismo que es utilizado en el ciclo del 4cido tricar-
boxllico; esto puede ser mediado por la glutamata
deshidrogenasa o por transaminacion''.

Metabolismo del glutation en los sisternas neuro-gliales

Comparado con otros 6rganos del cuerpo, el
cerebro es el Grgano mas susceptible al dano oxidativo
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debido a diversos factores que incluyen la alta
utilizacion del oxigeno, la presencia de un exceso de
dcidos grasos insaturados que son blanco de la
peroxidacién lipfdica, la baja o moderada actividad
de enzimas antioxidantes como la superéxido dismu-
tasa (SOD) y la catalasa, y la presencia de grandes
concentraciones de hierro que favorecen la formacion
de especies reactivas de oxligeno (EROQ). Las ERO son
especies quimicas de oxigeno que presenlan uno o
mas electrones desapareados en su ultimo orbital, esta
inestabilidad los vuelve reactivos pudiendo alterar la
estructura molecuiar de lipidos, proteinas y acidos
nuclg¢icos. La generacion de ERO es répida y constante
en el cerebro, ya que este 6rgano utiliza cerca del 20%
del oxigeno consumido por el cuerpo, pero solo
constituye un 2% de su peso, lo'que indica que en el
cerebro existe un gran metabolismo oxidativo. Por lo
tanto, la detoxificacion de las ERO es esencial en el
cerebro para evitar el dano oxidativo.

Eltripgptido glutation (GSH, y-L-glutamil-cisteinil-
glicina), es un sistema muy importante para |a defensa
celular contra las ERQ. En el cerebro la concentraciéon
de GSHtiene un rango de aproximadamente 1a 3 mM.
En particular, la concentracion de GSH en fos astrocitos
es de 16-50 nmol/mg proteina y es mayor que en las
células neuronales'. El GSH reacciona directamente
contra los radicales fibres a través de reacciones enzi-
méticas y no enziméticas. En las reacciones no
enzimalicas el GSH reacciona con radicales tales como
el anion superdéxido, el éxido nitrico o elradical hidroxil,
mientras gue en las reacciones enzimaticas el GSH es
el donador de electrones para la reducciéon de
peréxidos en una reaccién catalizada por la glutation
peroxidasa (GPx). El producto final de la oxidacion del
GSH es el glutatién disulfido (GSSG). El GSH es
regenerado del GSSG por la reaccidn catalizada por
la glutation reductasa (GR).

EI GSH es sintetizado por la accién consecutiva
de dos enzimas, la y-glutamilcisteina sintetasa que
utiliza al glutamato y a la cistelna como sustratos
formando el dipéptido y-glutamilcisteina (YGIuCys).
Posteriormente el yGIuCys es combinado con |a glicina
para generar GSH por medio de una reaccion catalizada
por la glutation sintetasa {figura 2). El contenido de
glutation en las células nerviosas depende fuertemente
de la disponibilidad de sus precursores. En el cerebro
los astrocilos aporftan a las neuronas precursores
necesarios para la sintesis de GSH por lo que se
establece una interaccién metabdlica en los sistemas
neuro-gliales. Se propone que el GSH es previamente
sintetizado en tos astrocitos y liberado de estos e
hidrolizado por una ectoenzima conocida como y-
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giutamiltranspeptidasa (YGT), localizada en la mem-
brana plasmdtica de los astrocitos. En esta reaccion
se produce el dipéptido cisteinilglicina (CysGly) y y-
Glu. EI CysGly es disociado por una ectopeptidasa
localizada en las neuronas generando cistelna y glicina
que son capturados de manera independiente por las
neuronas y utilizados para volver a sintetizar GSH (figura
2). La glutamina liberada de los astrocitos es usada
por las neuronas como un precursor del glutamato
necesario como neurotransmisor y para la sintesis de
GSH'™ (figura 2). Sin embargo, en las neuronas [a
disponibilidad de la cistelna es el paso limitante para
la formacion de GSH. Recientemente algunos trabajos
han reportado que la captura de cisteina necesaria para

ASTYROCITO NEURONA
GLIDSA GLUCEA
/ ————
1 N OLUGOSA N SUCOSA
; VCOHENT 8 |
| I | FiRUAT |
b e N
Cin Cin ————» Glir & LG \ |
! PIRUVATO % (9% L =2y prrUvAT—e\
1 S Qtu G |
| L ; "
I Mgt [ Ns N N 1GluCys —e GEH~—% GESG
| Ghtp —— GELe O3N ‘ ] , “rZ7
! GR
! e oo
! T v <y [E1)
| Ly Ghy 1 ~—» CvsGly. % " i
-, s / \\“&F—Eb—"/
N o T
|
Zya Giry

Figura 2. Interaccion mctabolica en los sistemas nevro-glilales La
caplura de glucosa en astrocitos se realiza a través del transpor-tador
GLUTI, v en las neuronas del GLUT3. En los astrocitos el ATP
sintetizado durante ja glucolisis puede ser utilizado para maatener ¢l
funcionamsento de las ATPasa Na /K' y para la siniesis de glulamina
(Gln). En los asirocitos la glucélisis puede ser estimulada durante la
caplura de glutamato (Glu). La glucélisis incrementar(a la produccion
de lactato (Lac) en astrocitos que puede ser utilizado como un sustrato
energdtico por las neuronas en condiciones de estrés metabdlico, como
la isquemia o la hipoglucemia. El Lac pucde transformarse cn piruvato
a través de la lactato deshidrogenasa lipo 5 en astrocitos (LDH,) y
tipo | en neuronas (LDH)). La liberacién y captura de lactato se
realizaria a través del transporiador de monocarboxilatos tipo | para
los astrocitos (TMC)) y tipo 2 para las neuronas (TMC2). El glutamato
capturado por los transportadores glizles y neuronales lambién puede
ser ulilizado para Ja sintesis de Gln y glutatién (GSH) o incorporarse
ciclo de los acidos tricarboxilico (CAT), a través de su conversién a Y-
cetoglutarato (@CG). En ncuronas y en astrocitos ¢l GSH se sinteuza
por dos reacciones, la primera se forma el dipéptido y-glutamilcisteina
(YGluCys), por una reaccion catalizada por la y-glutamilcisicina
sintetasa a parnr de Glu y cisteina (Cys), previamente capturados.
Posterionmente el YGluCys es combinado con glicina (Gly), formando
GSH a traves de la glutatién sinteiasa. El GSH liberado por asurocitos
se rompe en ¢l dipéptido cisteinitglicina (CysGly) y yGlu por una
ecloenzima. En las neuronas la CysGly es disocinda por una eclopetidasa
generando Cis v Gly que son capturados independientemente para
sintetizar GSH neuronal. Los astrocitos mantienen la toncentracién
de GSH en las neuronas por que les provee 10s precursores necesanos
para su sintesis.
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la sintesis de GSH, esta asaciada a la captura de
glutamato a través de los transportadores neuro-
nales'sV,

La muerte excitotoxica y los sistemas neuro-gliales

Como mencionamos anteriormente un incre-
mento en 1a concentracion extracelular de glutamato
puede resultar téxico para las células nerviosas. El
efecto toxico del glutamato se conoce desde finales
de la década de los 50°s del siglo pasado cuando Lucas
y Newhouse's, demostraron que la administracion del
glutamato y analogos de este aminoacido producian
degeneracion en las células nerviosas de a retina.
Posteriormente Olney'®, propuso que la muerte neuronal
inducida por este aminoacido se debla a una despo-
larizacién prolongada de las neuronas, acufando el
término excitotoxicidad para referirse al dano celular
producido por la actividad prolongada de los recep-
tores glutamalérgicos. En panticuiar, la activacion del
receptor NMDA ha sido la via mejor caracterizada de
la muerte excitotéxica. Se propone que la excesiva
estimulacidn del receptor NMDA, conduce a una
entrada masiva de Ca? a la célula activando una varie-
dad de enzimas celulares dependientes de este ion
tales como proteasas, las cuales contribuirlan al daino
celular al degradar proteinas estructurales; fosfolipasas
contribuyendo a la ruptura de la membrana celular;
endonucleasas, generando alteraciones enei DNAy la
activacion de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), enzima
involucrada en 1a generacion de 6xido nitrico (NO), y
una subsecuente produccién de ERO# (figura 3).
Recientemente se ha propuesto que la mitocondria
podria tener un papel preponderante en la muerte
excitotéxica?'. Diversas evidencias experimentales
sugieren que la muerte excitotdxica es un evento comun
que se presenta en algunos desordenes neuroldgicos
comao Ja isquemia cerebral, la hipoglicemia y la epilep-
sia, y en algunas enfermedades neurodegenerativas
como la de Huntington, Alzheimer y la de Parkinson?2,

Sin embargo, en todas estas condiciones se
desconoce cual es ef origen del glutamato implicada
en la muerte excitotéxica. Algunos estudios sugieren
que una alteracién de los transpontadores encargados
remover el glutamato del espacio sinaptico podrian
favorecer el incremento en la concentracion extracelular
de este neurotransmisor y con eflo la muerte excito-
toxica. Esta alteracion ocurrirla subsecuentemente ala
deficiencia energética por ejemplo, durante ta isquemia
cerebral fa drastica disminucion en los niveles de ATP
podria generar un mal funcionamiento de la ATPasa
Na*/K-. Esto provocaria el colapso de los gradientes
idnicos afectando directamente la actividad de los
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transportadores de glutamato que son dependientes
de Na-, produciendo su funcionamiento inverso, o una
deficiencia en [a captura de este aminoécido, 1anto en
neuronas como en células gliales?’. La presencia de
NO también podria influir en la funcién inversa de los
transportadores y producir un incremento de la concen-
tracion extracelular de glutamato durante la isquemia.
Este mecanismo esta relacionado con la respuesta
inflamatoria que se observa después del dano cerebro-
vascular la cual estimularia 1a produccion de NO enlos
astrocitos. E) NO podria difundir a las neuronas e inhibir
su respiracion y disminuir los niveles de ATP, lo cual
favorecerfa la liberacién de glutamato al espacio
extracelular a través de un funcionamiento inverso del
transportador. Esto podrfa ocurrir también en los
astrocitos. El glutamato liberado por la glia y las
neuronas estimularia a {os receptores glutamatérgicos
de las neuronas vecinas y produciria una muerte
excitotoxica?!. Por otro lado, en experimentos con
ratones knock outde los transportadores gliales GLAST
y GLT-1, se observé un incremento en los niveles extra-
celulares de glutamato y la presencia de muene
excitotéxica, mientras que en los animales knock out
del transportador neuronal EAACT no se presentaba
neurodegeneracion®. A su vez, la inhibicidn de la expre-
sion de los transportadores gliales favorece la pérdida
neuronal y la generacidn de crisis epilépticas?, y
exacerba el dafo neuronal isquémico?’,

La interaccion neuro-glial durante Ia isquemia cerebral

Durante un proceso patolégico como la isque-
mia cerebral, los sistemas neuro-gliales pueden ser
afectados provocando un desajuste en la homedstasis
cerebral que puede conducir a la muerte celular. Sin
embargo, la duracion del periodo isquémico puede
determinar si el dano celular ocurre en |as neuronas o
en los astrocitos. Por ejemplo, en la isquemia generada
por {a aclusion de 4 vasos cerebrales se ha observado
que un periodo de 2 6 3 minutos de isquemia es sufici-
ente para producir dafo neuronal mientras que los
astrocitos sufren dano después un periodo isquémico
de 30 a 60 minutos. Estos resuitados son similares a
los observados en la isquemia generada por la oclusion
de arteria cerebral media. En este modelo se ha
reportado que un periodo isquémico de 40 minutos es
suficiente para producir muerte neuronal mientras que
tos astrocitos requieren un periodo isquémico de 360
minutos?. En cultivos celulares expuestos a privacion
de glucosa y oxigeno (DGO), condiciones utilizadas
como modelo de isquemia in vitro, durante un pericdo
de 45-60 minutos puede ser letal para las neuronas
pero no para los astrocitos. La pérdida neuronal y la
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sobrevivencia de los astrocitos estarian asociadas con
ta capacidad de las células para mantener el potencial
de membrana mitocondrial y los niveles de ATP, ade-
mas de que se ha sugerido una produccion diferencial
de ERO, ya que enas neuronas se produce preferen-
temente superoxido (O, ) y en los astrocitos se produce
NO?. El hecho de que los astrocitos puedan tolerar
con mayor eficiencia un periodo isquémico puede es-
tar relacicnado con su actividad metabolica?, con la
eficacia para capturar glutamato' y con un menor
numero de receplores glutamatérgicos tipo NMDA.
Sin embargo, algunos trabajos han demostrado que
las células gliales pueden sufrir dano excitotoxico
cuando son expuestas a altas concentraciones de
glutamato (1-10 mM) por periodos prolongados (de
16-24 horas)*'.

Por otro lado, el glucdgeno es una granreserva
de energiay en el cerebro se encuentra selectivamente
localizado en los astrocitos. Bajo condiciones de
privacién energética es utilizado para mantener l0s
niveles de ATP. Los astrocitos de corteza de rata
expuestos a una DGO pueden metabolizar el glucégeno
y utilizar la glucolisis anaerobia, lo que incrementa la
produccidn de lactato®. Sin embargo, la captura de
glucosa en astrocitos también se podria incrementar
bajo condiciones isquémicas como un mecanismo que
permitirla generar ATP y conservar la actividad de la
ATPasa Na*/K-. Asl se mantendrfa el funcioramiento
normal del transportador de glutamato evitando I3
muerte excitotdxica en las neuronas, al ser éste
removido"™**. El incremento en la actividad glucolitica
en los astrocitos podria generar un incremento en la
produccioén de lactato que serla utilizado como un
sustrato metabdlico por las neuronas en condictones
de deficiencia energética como el caso de la isquemia
y la hipoglucemia®**. Esta hipotesis es apoyada por
diversas evidencias obtenidas de experimenios i vivo
e invitroque demuestran: 1. que existe un incremento
en la concentracion de lactato durante ja isquemia
cerebral®®, 2. que el lactato es altamente oxidado por
las neuronas?® y 3. que el lactato mantiene los niveles
de ATP y promueve la sobrevivencia y actividad
neurona! cuando los niveles de glucosa son bajos**.
En ausencia de un sustrato metaboslico adecuado, las
neuronas pueden transformar el lactato en piruvato y
posteriormente incorporarlo al ciclo de los acidos
tricarboxliicos via la formacion de acetil CoA generando
18 ATP por molécula de lactato®. También se ha
propuesto que algunos de los carbones de la molécula
de lactato puedan incorporarse a pozas de amino-
acidos tales como los neurotransmisores glutamato,
aspanato y GABAZ. Ademas, |a existencia de transpor-
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tadores especlficos para lactato en asirocitos y
neuronas apoya la existencia un mecanismo coordinado
en ambas células®. Sin embargo, es posible que los
astrocitos no solo liberen lactato sino también
piruvato®®. El piruvato liberado por los astrocitos podria
proteger a las neuronas de un dano téxico no actuando
s6lo como un sustrato energético sino también como
un atrapador de radicales libres®3*, Esta idea es
apoyada en diversos trabajos que demuestran que el
piruvato puede funcionar como un excelente com-
puesto neuroprotector?®*,

Durante la isquemnia cerebral los sistemas neuro-
gliales también pueden ser afectados por dano
oxidativo subsecuente a la reperfusion posisquemia.
Por otro lado, existen reportes donde se demuestra
que animales que tienen disminuidos los niveles de GSH
son mas susceptibles al daho isquémico®®, y que durante
la isquemia cerebral existe una efevada concentracion
extracelular de GSH. Este ultimo fendmeno puede
ser el resultado de la capacidad de las células del
cerebro, en particular de los astrocitos, para liberar
este tripéptido s, Et GSH es un antioxidante muy impor-
tante contra la toxicidad del perdxido de hidrégeno
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Figura 3. Mecanismos involucrados en la mueric excitoléxica.
Durante la isquemia cerebral la disminucién en los niveles de ATP
produciria una falla en la ATPasa Na'/K™ colapsando los gradientes
iémicos y provocands un funcionamiento inverso del lransportador
de glutamalo o una disminucién en la captura de cstc aminodcido. El
incremento en la concentracion extracelular de glutamato  induciria la
excitoloxicidad por la sobreestimulacién de los feceplores
glutamatérgicos. La entrada ¢ Ca™ a Iravés de los recepiores \po
NMDA activaria enzimas dependicntcs de esle ion como proteasas,
lipasas y nucleasas provando la muene de Jas células nerviosas La
formacién de radicales hbres también podria conuribuir 2l dafo celular.
Adicionslmente. la respuesta inflamatoria que se produce duranie la
1squemia cerebral estimularia la produccién de NO que inhibirfa la
sintesis de ATP en neuronas y astrocitos afectando a la ATPasa Na /K-
v por lo tanto 2l wransportador de elutamaio (ver detzlles en el texo).

25




Octavio Garcia et al.

Arch Neurocien (Mex)
Vol 9, No. 1: 39-46, 2004

(H,0,). EIH,0, es un peréxido que se genera en altas
concentraciones en el cerebro y que podria estar
involucrado en los procesos neurodegenerativos
asociados con Ja enfermedad de Parkinson, o contribuir
al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer'’48, La
deplecion de GSH es uno de los primesos indicadores
de estrés oxidativo durante ta progresion de la
enfermedad de Parkinson y al parecer la deplecién de
GSH es paralela a la severidad de la enfermedad*®. En
algunos repones se propone que un solo astrocito
podria proteger a 20 neuronas contra la toxicidad del
H,0, *°y que la deplecion en los niveles de GSH podria
estarinvolucrada ala alteracion del funcionamiento de
los transportadores de glutamato, afectando
directamente la captura y concentracion de los
sustratos necesarios para fa sintesis de GSH*'$2, Por
otro lado, la produccion de NAD(P)H necesaria para la
formacién de GSH se obtiene principalmente a través
de la vla de las pentosas fosfato. Se ha demostrado
que en astrocitos el flujo de la via de Ias pentosas fasfato
es mayor con respecto a las neuronas y se incrementa
hasta tres veces durante una exposicion de H,0, 3¢,
Como mencionamos anteriormente fos astrocitos estan
involucrados en la sintesis de GSH neuronal ayudando
a estas células a protegerse contra un dano oxidativo.
Sin embargo, los astrocitos también podrian ser mas
tolerantes al dano oxidativo porque presentan una
mayor actividad de enzimas antioxidantes como la
catalasa, y una concentracién 2.5 veces mas alta de
vitamina E que las neuronas, la cual es necesaria para
evitar la peroxidacion lipldica. La pérdida o alteracion
de las defensas antioxidantes en los sistemas neuro-
gliales también podria contribuir a la disminucién de
los niveles de ATP que se observa durante la isquemia
cerebral, pues algunas ERO pueden inhibir la actividad
de diversos complejos de |a cadena de transporte de
electrones (CTE) mitocondrial. Por ejemplo durante la
DGO la disminucién de los niveles de ATP podria estar
asociada a la inhibicion del complejo | en las neuronas
mientras que los astrocitas no muestran disminucion
de la actividad de la CTE mitocondrial, y tampoco una
disminucion en los niveles de ATP*. La inhibicion de
los complejos de la CTE mitocondriales en las neuronas
correfaciona con una mayor dano celular mientras que
{os astrocitos al no presentar esta inhibicién pueden
tolerar la presencia de ERQ®. Adicionalmente, el NO
producido en la glia durante una respuesta inflamatoria,
se podrfa difundir a otras neuronas y afectar sus
mitocondrias produ-ciendo una disminucién en los
niveles de ATP, ya sea directamente o a través de la
formacion de peroxinitrito (ONOG)#4:5s.
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CONCLUSION

Las interacciones entre neuronas y astrocitos son
necesarias para mantener la homeostasis en el cerebro
ya que existe una estrecha relacion entre ambos tipos
de células. La sobrevivencia y muerte celular que se
presenta en algunas enfermedades neurodegenerativas
o durante la isquemia cerebral podria estar vinculada
no sélo a las caracteristicas particulares de cada tipo
celular, sino también a |a interaccién fisica, metabdlica
y fisiolégica que existe entre estas células.
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II. ANTECEDENTES

Uno de los eventos asociados a la isquemia cerebral es el incremento en la concentracién
extracelular de glutamato. Aunque se desconoce cual es el mecanismo responsable de este
aumento, se propone que una disminucién en la expresion de los transportadores
encargados de remover a dicho aminoacido del espacio extracelular (Torp et al., 1995,
Martin et al., 1997; Fujita et al., 1999; Raghavendra Rao et al., 2001), o una alteracién de
su funcionamiento, que da lugar a una disminucién en la captura de glutamato o al
funcionamiento inverso del transportador (Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000),
podrian favorecer el incremento en la concentracion extracelular de glutamato, y esto a su
vez inducir la muerte excitotoxica.

Sin embargo, en los ultimos afios diversos estudios han demostrado que la inhibicion
prolongada de los transportadores de glutamato in vivo no produce dafio neuronal per se a
pesar de que incrementa notablemente la concentracién de este aminoacido respecto a su
nivel basal en el espacio extracelular (Massieu et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997). El
hecho de que el incremento en los niveles extracelulares de glutamato por inhibicion de su
transporte no sea suficiente para producir neurodegeneracion in vivo, sugiere que factores
adicionales, como la deficiencia energética asociada a la isquemia cerebral pueda ser un
factor determinante para activar los mecanismos de muerte celular. En este sentido,
diversos trabajos han demostrado la relacion entre la toxicidad de glutamato y el estado
energético de la célula; algunas de estas evidencias son: 1) el dafio inducido por glutamato
y sus analogos se exacerba en presencia de toxinas mitocondriales (Novelli et al., 1988,
Greene y Greenamyre, 1995; Sanchez-Carbente y Massieu, 1999); y 2) el dafio producido
por el glutamato puede ser producto de una falla mitocondrial como la alteracién del A¥m,

la disminucién en la sintesis de ATP, un incremento de Ca** en la matriz mitocondrial y la
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produccion de ERO (Ankarcrona et al., 1995; White y Reynolds, 1996; Schinder et al.,
1996; Peng y Greenamyre, 1998; Nicholls et al., 2003).

Con base en estos antecedentes se desarrollé previamente un modelo experimental que nos
permitié mimetizar dos eventos que suceden durante la isquemia: la liberacion de glutamato
extracelular y una alteracion del metabolismo energético (ver anexo 1). Para desarrollar
este modelo se utilizaron cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC), por
ser células muy homogéneas y vulnerables al dafio excitotoxico (Gallo et al, 1982; Dessi et
al, 1994) y se demostré que la exposicion a L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC), un
inhibidor sustrato competitivo del transporte de glutamato, incrementa la concentracidn de
este aminoacido, pero no produce un dafio a las NGC. Resultados similares han sido
reportados por Cebere et al. (1999), en estas mismas células € in vivo en hipocampo y
estriado (Massieu et al, 1995; Massieu y Tapia, 1997). Sin embargo, la elevacién de la
concentracién de glutamato resulta téxica a las células cuando su metabolismo energético
se encuentra alterado por la presencia de toxinas mitocondriales como el acido 3-
nitropropionico (3-NP), un inhibidor de la succinato deshidrogenasa (SDH), y por lo tanto
del ciclo de Krebs y del complejo II de la CTE, o por la azida de sodio, un inhibidor de la
citocromo oxidasa o complejo [V de la CTE. Este efecto parece ser exclusivo de las células
neuronales ya que cultivos puros de células gliales expuestas a las mismas condiciones
experimentales no son afectados. Se observé que la actividad de la SDH es inhibida
substancialmente desde los 30 minutos de exposiciéon a 3-NP y permanece inhibida durante
las siguientes 24 horas. La coexposicidon de 3-NP+PDC no produce una inhibicién adicional
de la SDH ni un mayor incremento en los niveles de glutamato extracelular (ver anexo 1).
Estos resultados sugieren que las células nerviosas son vulnerables a la acumulacion de

glutamato extracelular cuando su metabolismo energético se encuentra disminuido. El dafio

29



celular observado en este modelo experimental puede ser parcialmente prevenido por la
administracion de inhibidores del estrés oxidativo como el PBN, por antagonistas de los
receptores glutamatérgicos como el MK-801 y por sustratos energéticos como el piruvato,
mientras que inhibidores de canales de calcio dependientes de voltaje no tuvieron ningin
efecto (ver anexo 1). Estos resultados sugerian que una posible disminucion en los niveles
de ATP, la produccién de ERO vy el incremento de la [Ca®*]; a través del receptor
glutamatérgico tipo NMDA, son eventos involucrados en la muerte neuronal. Sin embargo,
se desconocia la participacion y la interrelacion de cada uno de estos eventos en el dafio
celular, asi como el momento en que mueren las células en el modelo de estudio. La
caracterizacién y la validacién de este modelo fue publicada y se encuentra en forma de

anexo en la parte final de esta tesis.
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III. OBJETIVO GENERAL

Con base en los antecedentes previos, el objetivo general de este trabajo fue determinar la

participacion de la deficiencia mitocondrial y el estrés oxidativo en un modelo experimental

que mimetiza condiciones de isquemia. Asi mismo se traté de conocer la relacién y la

secuencia temporal en la que presentan estos eventos y su relacion con la muerte celular.

Para cumplir con este objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1)

2)

3)

4)

5)

Conocer si los niveles de ATP se ven afectados después de que los cultivos celulares
son expuestos a la toxina mitocondrial (3-NP), al inhibidor del transporte de glutamato
(PDC), y a la coexposicion de 3-NP+PDC.

Monitorear la actividad mitocondrial de los cultivos neuronales a través del analisis de
la actividad redox de la mitocondria y del A¥m, cuando las células son expuestas a 3-
NP, PDC y 3-NP+PDC.

Establecer si existe una correlacion entre la actividad mitocondrial, los niveles de ATP
y la muerte celular con el fin de conocer si efectivamente los efectos téxicos del PDC se
deben a una alteracién en la mitocondria.

Monitorear si se producen especies reactivas de oxigeno cuando las células se tratan
con 3-NP 6 PDC vy si su produccién aumenta cuando las células se incuban con 3-
NP+PDC, y si esto correlaciona con la presencia de estrés oxidativo en el modelo.
Identificar si el fenotipo de muerte celular que se observa después de la exposicién de
3-NP+PDC corresponde a apoptosis o necrosis, con base en la evaluacién de algunas de
sus caracteristicas (presencia de nucleos condensados, translocaciéon de la
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana celular para apoptosis y ruptura de la

membrana celular para necrosis).
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IV. METODOLOGIA

A continuacidn se describiran las principales técnicas utilizadas durante la realizacion de la
tesis. Una descripciéon mds detallada de los procedimientos experimentales se presenta en
cada uno de los articulos que se encuentran en el apartado de resultados.

Cultivos celulares.

Los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC), se obtuvieron de ratas
Wistar de 7-8 dias de edad (Bioterio I[FC/UNAM). Los cerebelos fueron disectados y
cortados en cubos de 300 um por medio de un rebanador, incubados con una solucion de
tripsina al 0.25% y dispersados por trituracién con una solucidon que contiene DNAsa e
inhibidor de tripsina (0.08% y 0.52% respectivamente), pH 8.2. Las células fueron
suspendidas en medio basal minimo Eagle suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-
glutamina (2 mM), penicilina (50 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml), gentamicina (50
ug/ml) y KCI (25 mM) y cultivados a una densidad de 1.5 X 10° células por pozo en cajas
de plastico de 24, 12 y 6 multipozos previamente tratadas con poli-L-lisina (5 pg/ml). Las
células se cultivaron por 9 dias a 37°C con una humedad del 5% y una atmdsfera de
95%/CO,. Después de 1 dia in vitro (DIV), se agregd a cada uno de los pozos citosina
arabinosa (10 uM) para inhibir la proliferacion de las células gliales y glucosa (5 mM) al 4
DIV. La proporcién de células gliales en estos cultivos fue menor al 5% determinada por
inmunocitoquimica usando anticuerpos contra MAP, y GFAP, marcadores de neuronas y
células gliales respectivamente. El medio no fue cambiado hasta que los cultivos fueron
usados para los experimentos. Todos los experimentos se realizaron con NGC de 9 DIV. La
morfologia de las células y el aspecto general del cultivo fueron monitoreados antes y

después del tratamiento farmacoldgico a través de un microscopio invertido.
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Estudios farmacologicos.

En todos los casos, antes de realizar el experimento se retird la mitad del medio
condicionado y se agregé el inhibidor de la captura de glutamato (PDC), el inhibidor del
metabolismo energético mitocondrial (3-NP) y la combinacién de PDC+3-NP durante 0.5,
2 y 4 horas en presencia o ausencia de los sustratos energéticos (piruvato y acetoacetato), el
atrapador de radicales libres (PBN), el antagonista del receptor glutamatérgico (MK-801) y
el inhibidor general de caspasas (Z-asp-DCB). Al final del periodo de incubacion el medio
que contenia los farmacos se sustituyd con el medio condicionado previamente recolectado
y mantenido a 37°C. Este protocolo farmacolégico fue utilizado para medir la actividad
mitocondrial, la viabilidad celular, la deteccion de nucleos apoptéticos y los niveles de ATP
(ver trabajo 1, seccion de resultados). En otra serie de experimentos el 3-NP, PDC y 3-
NP+PDC fue incubado por periodos de 5 minutos a 4 horas en presencia o ausencia del
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NAME) y las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT), para prevenir la produccion del radical O, y H,0,, respectivamente. Al
final del periodo de incubacion las células fueron lavadas con un amortiguador de fosfato
sddico (PBS) y procesadas para determinar el potencial de membrana mitocondrial y la
muerte celular por citometria de flujo, asi como los niveles de GSH, NADPH y NADH y el

consumo de oxigeno (ver trabajo 2, seccidn de resultados).

Actividad mitocondrial.

La actividad de las deshidrogenasas mitocondriales es considerada un reflejo de la
funcionalidad mitocondrial y fue medida a través de la reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)-2,5 difeniltetrazolium (MTT), usado como aceptor de electrones. El ensayo se basa en la

capacidad de las mitocondrias vivas para transformar el MTT en una sal insoluble de
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formazan. Una disminucién en la produccion de formazan es un indice de la pérdida de la
actividad mitocondrial a tiempos cortos de incubacién con los farmacos. Sin embargo, el
ensayo de MTT puede ser utilizado como un indice de dafio y/o viabilidad celular
(Mosmann, 1993; Liu et al.,, 1997), ya que la pérdida de la actividad mitocondrial se
considera como una pérdida de la viabilidad. Brevemente, después del tratamiento
farmacologico el medio fue removido y sustituido por el medio previamente recolectado, y
las células fueron incubadas con 30 ul de MTT (150 uM), durante una hora a 37°C, en una
atmdsfera que contiene 5% CO, y 95% O,. El medio fue aspirado y el formazan precipitado
se solubilizé con 0.8 ml de isopropanol y se cuantificé en un espectrofotémetro a una
longitud de onda de 570 nm. En algunos casos el ensayo se realizd 24 horas después del
periodo de incubacion de 4 horas con los farmacos, como un indicador de viabilidad

celular.

Determinacion de viabilidad celular.

La evaluacion del dafio y de la viabilidad neuronal se realizd 4 horas después del
tratamiento farmacolégico por la observacidon directa de los cultivos a través de
microscopio invertido y por el ensayo de muerte/vida. Este ensayo requiere de dos
marcadores fluorescentes: la calceina- AM (C-AM) y el homodimero de etidio (HE). La C-
AM es un compuesto no fluorescente que es permeable a través de la membrana y es
retenido por las células vivas; en presencia de esterasas intracelulares produce fluorescencia
verde indicando viabilidad celular. El HE es excluido de las células normales y solamente
puede entrar a las células cuando la membrana estd dafiada, se intercala entre los pares de
bases de los acidos nucleicos produciendo fluorescencia roja lo cual es indicativo de células

no viables (Haugland, 1996). El ensayo fue detectado a través de un microscopio de
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fluorescencia con un objetivo de 60X de inmersion en aceite (AN 1.4). Para estos
experimentos las células fueron sembradas sobre cubreobjetos en cajas Petri de 12 pozos.
Cuatro después del ensayo farmacoldgico las células se lavaron dos veces con D-PBS y se
expusieron a la C-AM (2 uM) y HE (4 uM) disueltos en D-PBS por 5 minutos,
posteriormente se lavaron y se fijaron con paraformaldehido 30 minutos. Inmediatamente
después fueron analizados por microscopia de fluorescencia y el nimero de células muertas
se cuantificé con un sistema de analisis de imagenes (NTH Image 1.6 para Macintosh). Se
contaron 10 campos de tres experimentos por duplicado. El total de células en cada campo
se tomo como €l 100%, los resultados se expresaron como el por ciento de células marcadas
con HE (muertas), con respecto al numero total de células (rojas y verdes) presentes en

cada campo. El numero promedio de células en cada campo fue de: 232+9

Deteccion de nucleos condensados por el marcador Hoechst.

Como otro marcador de muerte celular se utilizé el Hoechst 33258 (bis-benzimida; Sigma),
que es permeable a la membrana y es utilizado para identificar a la cromatina nuclear. El
Hoechst 33258 se une especificamente a pares de bases de A-T y fue usado para cuantificar
la presencia de nucleos condensados o fragmentados caracteristicos de la muerte
apoptotica. Para estos ensayos las células se crecieron en cubreobjetos de vidrio en cajas de
Petri de 12 pozos. Después de cuatro horas de los ensayos farmacolégicos, las células se
lavaron 2 veces con D-PBS y se incubaron con 0.01% de Hoeschst 33258 en D-PBS por 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con
D-PBS y fijadas con paraformaldehido frio al 4% por 30 minutos. Las células fueron
montadas con una solucion glicerol-metanol (1:1 v/v). Los cultivos fueron observados con

un microscopio de epifluorescencia a través de un objetivo 100X de inmersion en aceite
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(AN 1.4). Algunos de los campos observados fueron fotografiados y cuantificados con un
analizador de iméagenes (NIH Image 1.6 para Macintosh). Solamente se cuantificaron las
c€lulas que tienen la cromatina condensada o fragmentada. Las células con un nucleo
homogéneo fueron consideradas como viables. Se contaron 10 campos de tres a seis
experimentos independientes. El total de células en cada campo se tomé como el 100%, los
resultados se expresan como por ciento de células con el niicleo condensado o fragmentado,
con respecto al numero total de células presentes en cada campo. El nimero promedio de

celulas en cada campo es de 125+4.7

Determinacion de los niveles de ATP.

El ATP se determiné a través de un sistema comercial (ensayo luciferin-luciferasa,
Molecular Probes). Brevemente, después del tiempo de incubacion con los farmacos las
células fueron lavadas dos veces con un medio Locke’s que contiene (mM): 154 NaCl, 5.6
KCl, 3.6 NaHCO;, 2.3 CaCl,, S HEPES, 5.6 glucosa a pH 7.4 y una temperatura de 37°C.
Posteriormente 125 pl de un reactivo de lisis (reactivo liberador de ATP de células
somaticas, Sigma), fue agregado por 5 minutos a temperatura ambiente, el lisado fue
suspendido y transferido a un tubo eppendorf y agitado en un vortex. Se tomaron 15 ul del
lisado y se diluyeron en 85 pl de agua. Los 100 ul del lisado diluido fueron transferidos a
un tubo de poliestireno e introducidos en un lumindémetro (Bio Orbit 1251). Posteriormente
se inyectaron 400 pl de una solucién que contiene una mezcla de luciferin-luciferasa
preparada de acuerdo al instructivo del comerciante. Los valores de quimioluminiscencia
obtenidos en el lumindmetro son detectados en mV por una fotomultiplicadora. Los niveles

de ATP fueron comparados con los valores obtenidos de una curva estdndar realizada con
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concentraciones conocidas de ATP y los resultados son expresados como nmoles/mg de

proteina.
Determinacion del potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) y de la muerte apoptdética.

El A¥m y la muerte celular apoptética fueron determinados en la misma suspension de
NGC por citometria de flujo. Para estos experimentos los cultivos celulares fueron
expuestos a una mezcla que contenia los marcadores fluorescente 5,5°,6,6°,-tetracloro-
1,17,3,3" tetraetilbenzemida-azolilcarbociamina yodo (JC-1) (Molecular Probes), anexina
V-APC y 7-aminoactinomicina-D (7-ADD) diluidos en Binding Buffer (kit-BD
PharMingen), para determinar el A¥m, la apoptosis y la necrosis, respectivamente. E1 JC-1
es un marcador catidnico sensible a voltaje, existe como mondémero y como agregados JC.
La forma monomérica emite una fluorescencia verde a 525 nm y su acumulacién en la
mitocondria es dependiente del A¥m. Las cargas positivas del JC-1 se acumulan en la
membrana interna de la mitocondria que tiene un potencial negativo formando dimero o
agregados JC que emiten una fluorescencia roja, a 590 nm. Cuando hay una
despolarizacidn existe una pérdida de los agregados JC y el espectro de emisién cambia de
590 a 530 nm que se manifiesta como una pérdida en la intensidad de la fluorescencia
roja/verde. La anexina V es una proteina 35-36 KDa dependiente de Ca®" que se une a la
fosfatidil serina con alta afinidad (Bedner et al., 1999). Durante un proceso apoptético el
fosfolipido de la membrana plasmatica fosfatidilserina es traslocado de la parte interna a la
parte externa de la membrana plasmaética, exponiendo la fosfatidil serina al ambiente
extracelular. La anexina V es conjugada con el fluorocromo APC para ser detectada en los
ensayos de citometria de flujo (Bedner et al., 1999). El 7-ADD es un fluorocromo de ADN.

El 7-ADD es impermeable a la membrana plasmatica, cuando la membrana sufre algin
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dafio el 7-ADD se introduce a la célula intercalandose entre el DNA, siendo un indicador de
muerte necrdtica (Bedner et al., 1999). La cuantificacién de las células apotdticas se realizo
capturando las células positivas a anexina V y negativas a 7-ADD; las células positivas a 7-
ADD fueron consideradas células necréticas. Brevemente, después del tratamiento
farmacolégico las células fueron lavadas con PBS y tratadas con PBS-tripsina (2 minutos,
37°C), recolectadas, centrifugadas (500 g, 5 minutos), y resuspendidas en 400 pl de
Binding Buffer. A la suspension de células se les agregd 100 ul de JC-1 (3 uM), diluido en
Binding Buffer por un periodo de 20 minutos de preincubacién y posteriormente se agrego
una mezcla de 100 ul de anexina-V y 7-ADD por 10 minutos a temperatura ambiente como
se describe en Almeida et al. (2001). La adquisicién de datos fue realizada en un citometro
de flujo FACScalibur (Becton Dickinson), equipado con un laser de argén de 15 mW fijado
a 488 nm, y el sowftware CELLQUEST (Becton Dickinson), como se describe en el trabajo

dos en la seccion de resultados.

Determinacion de los niveles de glutation.

Los niveles celulares de GSH se determinaron enzimaticamente como se describe en
Almeida y Bolafios (2001). El método se fundamenta en la determinacién de un producto
cromoférico, el acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), resultado de la reaccién del 5-5°-
ditiobis-acido 2-nitrobenzoico (DTNB), con GSH. En esta reaccion el GSH es oxidado a
GSSG que es reconvertido a GSH en presencia de GSH reductasa (GRx) y NADPH
(Tietze, 1996). La velocidad de formacion del acido 2-nitro-5-tiobenzoico fue seguida a
405 nm en un lector de placas (SLT LABINSTRUMET) y calibrados con estandares de
GSSG de concentraciones de 0 a S0 uM. La concentracién de glutation total (GSx), se

calculo a partir de las pendientes obtenidas en las muestras extrapolandolas a las obtenidas
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en la curva patrén. La concentracion de GSH se calculd por la diferencia: GSx menos 2
veces la concentracidn de GSSG (GSH= GSx-2GSSG) y se expres6 en nmol de GSH/mg
de proteina. Brevemente, después del ensayo farmacoldgico las neuronas se lavaron dos
veces con PBS frio y se rasparon con 5 ml de 4cido sulfosalicilico al 1%. Los lisados
celulares fueron centrifugados a 13,000 g por 5 minutos a 4°C para remover las proteinas
desnaturalizadas y los sobrenadantes fueron usados para las determinaciones de glutatién el
mismo dia. Para ello se utilizaron placas de 96 pocillos en las que 10 pl del sobrenadante se
le afiadié 90 pl de agua y 100 pl de la mezcla de reaccidén compuesta por EDTA (0.2 M),
DTNB (0.3 mM), NADPH (0.4 mM) y glutatién reductasa (1 U/ml) en PBS (0.1 mM, pH
7.5). Se siguid el incremento de absorbancia a 405 nm de longitud de onda, durante 2.5

minutos a intervalos de 15 segundos.

Determinacion de NADH y NADPH.

La concentracion de NADH y NADPH fue medida como se describe en Garcia-Nogales et
al. (2003). Basicamente el método consiste en oxidar NADPH a expensas de la reduccién
del FMN por la FMN reductasa, produciendo FMNHj, el cual reduce al aldehido miristico
en presencia de oxigeno y luciferasa, liberando luz (Wulff, 1985). La intensidad de la luz
liberada es proporcional a la concentracion de NADPH presente en la muestra. Los niveles
de NADPH de la muestra se obtienen de los valores obtenidos en una curva patrén con
concentraciones conocidas de NADPH. En principio, este método no distingue entre
NADH y NADPH, por lo que de esta manera mide la suma de los dos nucleétidos. Por lo
tanto, para que la medida sea exclusivamente de NADPH, antes de proceder a las
reacciones anteriores, el NADH se oxida cuantitativamente en presencia de LDH vy

piruvato, que al pH al que se encuentran la muestra y la curva patrén (pH 7.8), no afectan
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en absoluto al NADPH. Esto es utilizado para medir la concentracion de NADH la cual se
calcula utilizando un curva patrén que contenga una mezcla conocida d¢e NADPH/NADH.
Brevemente, después del periodo de incubacién las células se lavaron con PBS frio,
inmediatamente después se agregaron 250 pl de una solucion de KOH (0.5 M) en 50% de
etanol (vol/vol), para una extraccidn estable de las formas oxidada y reducida de la
nicotinamida adenina dinucledtido. Alicuotas de 200 pl del lisado celular fueron
transferidos a tubos Eppendorf y neutralizadas a pH 7.8 con 200 pl trietanolamina (0.5 M)
y fosfato de potasio (0.5 M), y centrifugadas a 13,000 g por 2 minutos a 4°C. Una alicuota
de 50 pl del sobrenadante se us6 inmediatamente para determinar la concentracion NADPH
mas NADH por quimioluminiscencia. Para las determinaciones de NADPH, el NADH fue
oxidado previamente por la incubacion de las muestras con 0.5 mU/pl de lactato
deshidrogenasa y 1 mM piruvato. Las concentraciones de NADH y NADPH fueron
calculadas por la extrapolacion de los valores de las muestras respecto a sus respectivas

curvas estandar obtenidas con reactivos puros.
Determinacion del consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno fue determinado con un electrodo tipo Clark como se describe en
Almeida et al., (1998). Brevemente, después del periodo de incubacién con los fArmacos las
células fueron recolectadas por tripsinizacion y resuspendidas en 1 ml de de buffer Hanks.
La suspensién celular se incubé en una cdmara con agitacién magnética a 37°C y la
velocidad del consumo de oxigeno se medié. La concentracion de oxigeno se calculd a
partir de una solucién saturada de oxigeno. Los valores obtenidos fueron expresados como

nanomoles de O, /minuto/0.5 X 108 células.
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Deteccion de Especies Reactivas de Oxigeno.

La produccidén de especies reactivas de oxigeno (ERO), en las neuronas granulares del
cerebelo se determindé a través del marcador fluorescente, carboxi-diclorofluoresceina
diacetato (Carboxi-DCFDA). Este marcado pasa a través de la membrana y posteriormente
las esterasas intracelulares deacetilan el compuesto reteniéndolo en la célula. El marcador
es facilmente oxidado formando un compuesto fluorescente la carboxi-diclorofluorescina
(carboxi-DCF) (Hempel et al., 1999). Para estos experimentos las células fueron sembradas
sobre cubreobjetos en cajas de 12 pozos. Después del tratamiento farmacoldgico las células
se incubaron con 20 pM de Carboxi-DCFDA (30 min, 37°C), posteriormente se lavaron
con PBS a 37°C y se fijjaron con 3% formaldehido diluido en PBS por 8 minutos.
Inmediatamente después las células fueron montadas sobre un cubreobjetos con
Fluoromount-G (Electron Microscopy Science, Washington, PA, USA) diluido en agua
(2:1). El porcentaje de ROS se calculd contando las células positivas a carboxi-DCF de 10
campos independientes por condiciéon por duplicado a través de un microscopio de
fluorescencia conectado a un sistema de analisis de imagenes (NIH-Image 1.6). En otra
serie de experimentos, los cultivos de NGC fueron tratados con el marcador fluorescente
hidroetidina para detectar la formacién especifica del anién superéxido (Bindokas et al,,
1996). Para estos experimentos los cultivos fueron tratados con 3.2 uM de hidroetidina (20
min, 37°C), después del periodo de incubacion los cultivos procesados y cuantificados

como se describe arriba.

41



Determinacion de proteinas.

Las proteinas fueron determinadas de cultivos celulares previamente tratados con una
soluciéon de NaOH (0.1 M), por el método de Lowry et al. (1951), usando albumina de

suero bovina como estandar.

Analisis estadistico
El anélisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA de una via seguido por una

prueba de Fisher de comparaciéon multiple utilizando el programa Stat View 4.5.
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V. RESULTADOS

5.1. Trabajo 2

Garcia O, Massien L. 2003. Glutamate uptake inhibitor L-frans-pyrrolidine 2 4-

dicarboxylate becomes neurotoxic in the presence of subthereshold concentrations of

mitochondrial toxin 3-nitropropionate: Involvement of mitochondrial reducing activity and

ATP production. J. Neurosci. Res. 74: 956-966.

Los resultados que se obtuvieron en el primer trabajo demostraron que:

L.

La coexposicion de PDC+3-NP reduce drasticamente los niveles de ATP en las
neuronas desde las 0.5 horas de incubacidn y estas se mantienen reducidas hasta las
4 horas.

El PDC+3-NP produce una disminucion gradual de la actividad redox mitocondrial.
ElI PDC y el 3-NP per se, no producen ningun efecto sobre los niveles de ATP y la
actividad mitocondrial.

Después de 4 horas de exposicién con PDC+3-NP se observa un 40% de muerte
celular

La pérdida de los niveles de ATP, la actividad mitocondrial y la muerte celular fue
revertida por la presencia de sustratos energéticos (piruvato y acetoacetato), el
atrapador de radicales libres (PBN) y el antagonista glutamatérgico (MK-801).

El efecto del piruvato y acetoacetato se debe a su papel como sustratos energéticos,
ya que la administracién de 4-CIN, un inhibidor del transportador de dichos
sustratos previene su efecto. Los sustratos energéticos pueden ser utilizados como

métodos altemativos de neuroproteccion.
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Glutamate Uptake Inhibitor L-Trans-
Pyrrolidine 2,4-Dicarboxylate Becomes
Neurotoxic in the Presence of Subthreshold
Concentrations of Mitochondrial Toxin 3-
Nitropropionate: Involvement of
Mitochondrial Reducing Activity and

ATP Production

Octavio Garcfa and Lourdes Massiea™

Deparmmento de Neurociencias. Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México,

Méxco. D.F., México

An increased concentration of extracellular glutamate is
associated with neuronal damage induced by cersbral
ischemia. We have demonstrated previously that exposure
of cultured cerebellar granule neurons to L-trans-
pymolidine-2,4-dicarboxylate (PDC), a glutamate uptake in-
hibitor, Increases extracellutar glutamats levels but does
not induce neuronal damage. Coincubation of PDC, how-
ever, with a subthreshold concentration of the mitochon-
drial toxin, 3-nitropropionic acid (3-NP), results in severe
damage 1o these neurons. We have investigated the time
course of changes in mitochondrial reducing capacity and
ATP levels in cerebellar granule calls after simultaneous
exposure to 3-NP and PDC, and its relation to cell viability
and nuctear condensation. Although individually, 3-Nf and
PDC treatments are not harmful to neurons, the simulta-
neous exposure to poth compounds resuits in a progres-
sive decline in mitochondrial reducing capacity during the
first 4 hr, and a rapid decrease in ATP levels. At 4 hr, cells
lose plasma membrane integrity and show condensed nu-
clei. In the presence of the energy substrates pyruvate and
acetoacetate, the N-methyl-p-apartate (NMDA) receptor
antagonist, MK-801, and the spin trapper «-phenyl-N-tert-
butylnitrone (PBN), the decline in mitochondrial activity and
ATP levels is prevented, the number of condensed nuclei is
reduced, and plasma membrane integrity is preserved. In
contrast, the broad-spectrum caspase inhibitor 2-Asp-
DCB (Z-Asp-CH,-DCB) prevents nuclear condensation but
has no effect on mitochondnal reducing capacity or cel
survival. Our results show that glutamate uptake impair-
ment rapidly induces neuronal death during inhibition of
succinate dehydrogenase by a mechanism involving mito-
chondrial dysfunction that, if not prevented, leads to cell
death. © 2003 Wiley-Llss, Inc.

Key words: cell death; energy substrates; mitochondrial
activity

© 200} Wilcy-Liss, Inc.

Brain requires a continuous supply of glucose and
oxygen from blood to satisfy its energy demands. Inter-
rupdon of blood flow during cerebral ischernia impairs
energy levels and induces neuronal deach (Lipton, 1999).
A role of glutamate in ischemic neuronal damage has been
suggested due to the increase in extracellular glutamate
levels during an ischemic episode (Benveniste et al., 1984),
and the prevendon of ischemic damage by glutamace
receptor antagonists (Simon et al., 1984). Increased extra-
cellular glutamate leads to overstimulation of glutamate
receptors and cell death chrough an excitotoxic mecha-
nism involving intracellular accumulation of Ca** and
activabon of calcium-dependent enzymes such as pro-
teases, lipases, and nucleases (Bitdgau and lkonomidou,
1997). Increased production of free radicals and failure of
mitochondrial activity are also associated with excitorox-
icity and ischemic neuronal damage (Lafén-Cazal et al,,
1993: Schinder et al., 1996; Nicholls and Budd, 1998;
Vergun et al., 1999; Chan, 2001). The mechanism respon-
sible for glutamate release during ischemia has not been
elucidaced; however, in vitro studies suggest that during
ATP depletion, glutamate efflux can occur through the
reverse action of glutamate transporters (Madl and Bur-
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gesser, 1993; Longuemare et al., 1999; Rossi et al., 2000).
In vivo evidence supports this hypothesis because gluta-
mhate release during ischemia can be inhibiced by glutamate
ransport inhibitors (Seki et al., 1999). [n addition, a recent
in vivo study has shown glutamate uptake impairmenc
during ischemia leading to its accumnulation in the extra-
cellular space (Bruhn er al., 2001). The contribution of
other mechanisms to glucamace_release during in vivo
ischenia, such as swelling and Ca** -dependent exocyrosis
has not been discarded (Seki ec al., 1999; Dawson et al.,
2000).

Accumulation of extracellular glutamate can be
induced by pharmacologic uptake inhibicion. L-trans-
pyrrolidine-2,4-dicatboxylate (PDC), is a substrate in-~
hibitor of glutamate transport (Bridges et al., 1991),
which favors the release of glutamate through carrier-
mediated heteroexchange (Bliezblau ec al., 1996; Vole-
erra et al,, 1996). We have demonstrated previously that
intracerebral administration of PDC induces elevation
of extracellular glutamate levels but no neuronal dam-
age (Massieu et al., 1995). In animals treated systemi-
cally with the micochondrial toxin 3-nitropropionic
acid (3-NP), however, PDC severely damages neurons
when injected into either the hippocampus or the stri-
atum (Sanchez-Carbente and Massieu, 1999: Massieu et
al., 2001). Likewise, simultaneous exposure of cultured
cerebellar granule cells co PDC and 3-NP ac subcoxic
concenirations induces a 50% reduction in cell survival
24 hr after treatment (Garcia and Massieu, 2001). This
experimental condition reproduces two factors involved
in ischemia, carrier-mediated glutamate extrusion and
inhibition of mitochondrial function. Therefore, the
study of the factors involved in cell death during chese
conditions will give valuable information about mech-
anisms underlying ischemic cell death, and might offer
alternatives for its prevention. [n previous studies, we
observed that the N-methyl-D-aspartate (NMDA) re-
ceptor antagonist MK-801, the antioxidant vitamin E,
the spin trapper a-phenyl-N-tert-burylnitrone (PBN),
and energy substraces such as creatine, acetoacetate, and
pyruvate prevent neuronal damage induced by PDC in
the scriatum of 3-NP-created rats, and in cerebellar
granule neurons exposed to 3-NP and PDC (Garcia and
Massieu, 2001; Massieu ec al., 2001). To excend these
observations, we have swdied the time course of
changes in mitochondrial reducing capacity and ATP
levels after simultaneous exposure of cerebellar granule
neurons to 3-NP and PDC, and jts relation to nuclear
condensation and plasma membrane disruption. We
used a subthreshold concentration of 3-NP, not induc-
ing cell death per se. We also studied the eflect of
pyruvate, acetoacetate, MK-801, and PBN on the pa-
rameters mentioned above. Results show that a prompt
decline in ATP levels is a fundamental event associaced
with neuronal death and thac the protective eftect of
energy substrates, PBN, and MK-801 is associated with
the preservation of ATP levels and mitochondrial re-
ducing activity.

Energy Metabolism and Neuronal Death 957

MATERJIALS AND METHODS

Materials

Fetal bowvine serum (FBS), soybean trypsin inhibitor, and
penicillin/streptomycin were purchased from Gibeo (Grand Is-
land, NY). PDC and MK-801 were obained from Tocris
(Bristol, UK). Live/Dead and luciferin-luciferase assay kits were
purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Z-Asp-CH,-
DCB was purchased from Peptide [nstirute Inc. (Osaka), and all
other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO).

Cell Culture

Pomary culeures of cerebellar granule neurons were ob-
ained from dissociated cerebella of 7-8-day-old Wistar racs as
described previously (Garcia and Massieu, 2001). Briely, 10
cerebellz were dissected and chopped, tissue was incubated with
0.25% wypsin soluton for 10 min at 37°C, and dissociated by
trituracion in 2 DNase and soybean trypsin inhibitor-conaainng
solugon (0.08% and 0.52%. respectively). Cells were suspended
in basal medium Eagle (BME) supplemented with 10% FBS,
2 mM t-glutamine, 50 U/ml penicillin. 50 pg/ml streptomycin,
30 pug/ml genuamicin, and 25 mM KCI. Cells were plated at 2
densiry of 300-350 X 10*/cm? in Costar 24-well places (Cam-
bridge. MA) precoated wich poly-L-lysine (5 pg/ml). Cytosine
arabinose (10 wM) was added within 24 hr of plating to prevent
nonneuronal cell growth. Neurons were used after 9 days of
culturing at 37°C in a humidified 5% CO,/95% air atmosphere.
The medium was not changed until che day of the experiment.
All animals were handled and cared for according to the guide-
lines published in the NIH guide for care and use of laboratory
animals, wich approval of the local anirnal care commirtee. All
efforts were made co minimize animal suffering.

Drug Exposure

At 9 days in vitro (DIV) cell cultures were exposed to the
different aeamments. Glutamate uptake inhubitor, PDC (500 M),
or the mitochondrial toxin, 3-NP (500 M) were added exther
alone or in combination w 0.5 ml of conditioned medium. When
tested, pyruvate (2 mM), aceroacetate (5 mM), PBN (500 M) or
MK-801 (10 M) were added simuttancously with 3-NP + PDC.
Cells were incubated duning 0.5, 2, and 4 hr, and at che end of the
incubadon period cell morphology was monitored under micro-
scopic observation, and cells were prepared for determinaton of
cell viability, mitochondnial reducing acavity, ATP levels, and
detecdon of condensed nuclei (sce below).

[n 2 series of experiments cells were exposed during 4 hr
to the different trearments and left to recover during the fol-
lowing 20 hr. For these expetiments 0.5 ml of the conditoned
medivm was removed before the experimenr, and PDC and
3-NP either alone or in combination were added to the remain-
ing 0.5 ml medium in presence or absence of pyruvate (2 mM).
acetoacetate (5 mM), PBN (500 M), or MK-801 (10 pM). At
the end of the incubation period, the drug-containing medium
was substituted with che conditioned medium withdrawn pre-
viously, filter-sterilized, and maintained at 37°C. Energy sub-
strates, PBN, and MK-801 were incubated further during the
recovery period. and 20 hr later cells were prepared for ATP
determination.
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Mitochoadrial Reducing Activity

Mitochondrial reducing acdvity was assessed by the con-
version of 3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5, diphenyltetrazo-
lium bromide (MTT) to formazan salts. The assay is based on the
ability of living mitochondria to convert MTT into insoluble
formazan by actve dehydrogenases (Mosmann, 1983). A de-
crease in MTT produccon correlates well with the loss of
mutochondrial membrane potential and the decrease in energy
levels observed after exposure to gluramate (Ankarcrona ec al.,
1995). The MTT assay is used also as an index of cell viabilicy
(Mosmann, 1983; Liu, et al., 1997). In bnef, 0.5, 2, and 4 hr
after the experiment, cell cultures were incubated wich MTT
(150 kM) for 1 hr at 37°C in a 5% CO,/95% O,-containing
aanosphere, The medium was aspirated, and the precipitated
formazan was solubilized with 0.8 ml of isopropanol and quan-
dfied specarophorometrically at a wavelength of 570 nm. Mico-
chondnal sctivity was expressed as percentage MTT reducdon
reladve o control values.

Cell Viability

Cell morphology was evaluated 0.5, 2, and 4 hr after onset
of drug exposure by direct examination of cultures under an
inverted light mucroscope. Cell viability was determined at 4 hr
by the fluorescent markers calcein-AM and ethidium ho-
modimer for live and dead cells, respecnvely (live/dead kit,
Molecular Probes), as described previously (Gareia and Massieu,
2001). For these experiments, cells were grown on coverslips
and the number of dead neurons cxpressed as percentage of
red-fluorescent dead cells relative to the total (red- and green-
fAuorescent). Around 150 cells were counted per coveslip in
five different fields selected randomly. [n every experiment, two
coverslips were included for each experimenaal condidon and
daca represent the mean from 3—6 independent experiments.

Detection of Condensed Nuclei by Hoechst Dye

Alreradons in nuclear morphology such as chromatin con-
densadon 2nd nuclear fragmentation are used as markers of
apoprotic cells. Hoechst 33258 (bis-benzimide, Sigma), is an
A-T base pair-specific dye used to visualize nuclear morphol-
ogy. For these experiments, cells were plated on coverslips and
4 hr after drug exposure were washed cwice in D-PBS and
labeled with 0.01% Hoechst 33258 in D-PBS for 10 min at
room temperature in dim light. Cells were nnsed cwice with
D-PBS and fixed in 4% fresh paraformaldehyde at 4°C for
30 min, and cells were mounted immediately after on slides in
1:1 methanol:glycerol (v/v). Cells were observed and photo-
graphed under an epifluorescence microscope using an UV filter
(330-380 nm wavelength) and a 100X oil immersion objective.
The number of condensed or fragmented nuclei was counted
with the aid of an image analyzer (NIH Image 1.6 for Macin-
tosh). Cells showing large nuclei with light blue fluorescence
were considered viable, whereas cells with condensed or frag-
mented nuclei with brighc fluorescence were considered dead.
The number of fragmented or condensed nuclei was quandfied
and expressed as percent of roal nuclei. Five diffecenc fields per
coverslip were counted in duplicate from 3-6 independent
experiments. About 150 nuclei were counted per covenlip.

Determination of ATP Levels

ATP level was determined 0.5. 2. and 4 hr afrer exposure
to drugs using a commercially available lucifenn-luciferase assay
kit (Molecular Probes), according to methodology described
previously and slighdy modified (Marcaida et al., 1997). At the
indicated time points, cells were washed twice with prewarmed
Locke's soludon without magnesiurn containing (in mM): 154
NaCl, 5.6 KCl, 3.6 NaHCO,, 2.3 CaCl,, 5 HEPES, 5.6 glu-
cose, pH 7.4, and lysed by 5 min incubadon in somadc cell
ATP-releasing reagent (Sigma) at room temperature. The lysace
was resuspended with a micropipette. transferred to an Eppen-
dorf tube, and vortexed. Lysate (15 pl) was diluted in 85 pl
water and the 100-ul aliquot was added to a polystyrene tube
and placed in a Luminometer (Bio Orbit 1251). The luminom-
eter injected a 400-pl aliquot of luciferin-luciferase prepared
according to the manufaceurer’s instruction and recorded the
chemiluminescent signal in mV. For calculation of ATP levels,
samples were compared to values obtained from standard solu-
gons of known ATP concentracions. An aliquot of cell lysates
was taken for protein determination by Bradford’s method
(Bradford. 1976). ATP levels were calculated as nmol ATP/mg
protein.

Statistical Analysis

All data were expressed as means * SEM. Stadsncal
analysis was carried out by one-way analysis of varmance
(ANOVA) followed by Fisher's least sigmficant difference mul-
aple comparison test.

RESULTS

Alterations in ATP Levels and Mitochondrial
Reducing Capacity Induced by Exposure to 3-
NP + PDC

ATP levels were measured in cerebellar granule cell
cultures 0.5, 2, and 4 hr after exposure to 3-NP (500 M)
and PDC (500 wM), either alone or in combination. As
shown in Figure 1A, 3-NP and PDC aeammenc individ-
ually did not alter ATP levels during the different exposure
times. [n contrast, when cells were exposed simultaneously
to 3-INP and PDC, ATP levels declined promptly to 45%
of control levels 30 min after the exposure, and did not
recover during the next 4 hr. In the presence of pyruvate
or acetoacetate, the decline in ATP levels was prevenied
during the different times of 3-INP + PDC exposure (Fig.
1B). The effect of acetoacetate was more delayed and
statistically significant only ac 2 and 4 hr. The NMDA
receptor antagonist MK-801 maintained ATP at levels
significantly higher than those in intact cells at 4 hr (Fig.
1C), whereas in the presence of the free radical spin
trapper PBN, ATP concentration remained close to con-
trol values (Fig. 1C).

Micochondrial reducing capacity, as assessed by the
MTT assay, declined progressively during exposure to
3-NP + PDC, reaching values close to 50% of control
cultures at 4 hr (Fig. 2A). PDC or 3-NP alone did not alter
significantly the mitochondrial reducing acdvity ar any
times studied (Fig. 2A). The presence of pyruvace and
acetoacetate complecely prevented the decline in mico-
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Fig. 1. Time course of the changes in ATP levels (as determined by che
lucsferin-luciferase assay) after differene dmes of exposure of cercbellar
graoular neurons o 3-NP (500 uM) or PDC (500 wM) alone or in
combination. A: Effect of 3-NP and PDC (500 M) individually and
simulancously on ATP Jevels. B: Effect of pyruvate (2 mM) and
acetoacewate (5 mM) incubzdon during treatment with PDC + 3-NP.
C: Effect of presence of MK-801 (10 wM) or PBN (500 wM) during
treatment with PDC + 3-NP on ATP concentration. Data are
means = SEM from 10 (concrol and 3-NP + PDC condinons) and 5-6
(3-NP, PDC, pyruvate, MK-801, and PBN conditions) independent
experiments. All daa were pooled and analyzed by one-way ANOVA
followed by Fisher's least significant multiple comparison test. 2, P <
0.0 relatve to conerol. b, P < 0.03 relaive o 3-NP + PDC.

chondnal reducing capacity 30 min after the exposure to
3-NP + PDC. These compounds delayed the loss of cell
viability during longer exposure dmes. To confirm that the
effect of pyruvate and aceroacetate was due to their role as
energy substrates, we used an inhibitor of the monocar-
boxylic acid trapsporter, a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (4-CIN, 0.5 mM) (Halestrap, 1975). The presence of
4-CIN during the exposure to 3-NP + PDC completely
blocked the effect of pyruvate and acetoacetate on both
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Fig. 2. Time course of change in mitochondral reducing acuviry (as
determined by the MTT assay) after different imes of exposure to
3-NP (300 M) oc PDC (500 M) alone or in combinadon. A: Effect
of 3-NP and PDC (500 pM) individually and simulaneously on MTT
reducuon. B: Effect of the presence of pyruvate (2 mM) and acetoac-
cate (5 mM) incubadion dunng weaament with 3-NP + PDC. C: E¢
fect of the presence of MK-801 (10 pM) and PBN (300 pM) during
treatment with 3-NP+PDC. Daa are means = SEM from 6-8
independent expenments and were analyzed by one-way ANOVA
followed by Fisher's least signsficant muldple comparison test. 2, P <
0.05 ccladve to conmol; b, P < 0.03 reladve wa 3-NP + PDC.

MTT reducton and ATP concentration ar all ames stud-
ied (Fig. 3 depices data for the 4 hr time point). The
presence of 4-CIN in control culeures did not alter mito-
chondrial reducing capacity or ATP concencration at any
times studied (Fig. 3 depicts data for the 4 hr adme point).

Cell culrures preserved the capacity to reduce MTT
in the presence of MK-801 and PBN during the firsc 2 hr
of exposure to 3-NP + PDC, and declined only slightly to
80% of conrtrol tevels after 4 hr (Fig. 2C).

According to these results, 4-hr exposure to 3-NP +
PDC substantially decreases mitochondnal reducing ca-
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Fig. 3. Effect of 4-CIN on the preservadon of ATP levels (A) and
nutochondnal reducing capacity (B) induced by pyruvate and aceto-
acetate. All compounds were incubated for 4 hr and ATP levels and
MTT reduction were evaluated immediately after. The effects of pyru-
vate (2 mM) and acetoacetate (3 mM) were abolished completcly by
4-CIN (300 pM). 4-CIN aone had no cffect on ATP levels or
mitochondrial reducing activity in control cultures. A: Data arc
means = SEM from 810 (controls and 3-NP + PDC condidons),
5-6 (3-NP, PDC, pyruvate, and acetoacetate condidons), and 4 (4-
CIN creatmene) sndependent experiments. B. Data are means = SEM
from 6-8 (all experimental condidons) and 4 (4-CIN creaunent) in-
dependent experiments. Data were pooled and analyzed by one-way
ANOVA followed by Fisher's least significant multiple conmiparison test.
a, P < 0.05 relative to conmol; b, P < 0.05 relatve to 3-NP + PDC:
¢. P < 0.05 relative to pyruvate or accroacetate.
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Fig. 4. Effect of a 20-hr recovery period on ATP concentration after
4-hr coincubation with 3-NP + PDC. Cells were exposed to 3-INP,
PDC. or 3-NP + PDC for 4 hr, and immwdiately after medum was
withdrawn and substituted by conditioned medivm. Coluures were left
to recover for 20 hr and ATP levels determined. No recovery of ATP
levels was observed alter 20 hr and ATP levels declined further (com-
parc to dawa in Fig. 3). In the presence of pyruvate (2 mM), acetorcerate
(5 mM), MK-801 (10 pM), and PBN (500 pM) in cxposure and
recavery periods, ATP levels remained close to conmol values. Data are
means = SEM from 10 (contro} and 3-NP + PDC conditions) and
4-6 {1 other conditions) independent experiments. Data were pooled
and analyzed by one-way ANOVA followed by Fisher's least significane
multple companson test. 2, P < 0.03 relative to control; b, P < 0,05
relagve 1o 3-NP + PDC.

pacity and ATP levels. To test if this effect was permanent
or temporary, cells were exposed for 4 hr to 3-NP + PDC
and left to recover during the next 20 hr, after which ATP
levels were determined. As shown in Figure 4, ATP did
noc recover during the 20 hr after exposure to 3-NP +
PDC, and even declined slightly further (to 31% of control
values) relative to levels present at 4 hr (compare to Fig.
1A). ATP concentration was not altered during the 20-hrc
recovery perniod after incubation with 3-NP or PDC alone
(Fig. 4). For these expeniments, parallel culture wells were
exposed (0 pyruvate, acetoacetate, MK-801, and PBN,
during both the exposure time to PDC + 3-NP and the
recovery period. As observed in Figure 4, ATP levels were
maintained close to control values when incubated in the
presence of pyruvate, acetoacetate, PBN, and MK-801
(Fig. 4). These daca agree with those reported previously
showing protection of these compounds against 3-NP -+
PDC-induced neuronal death during the same experi-
mental conditions (Garcia and Massieu, 2001).

48



Fig. 5. Momphological altcranons ob-
served afier exposure o 3-NP + PDC
for 4 br in thc absence and presence of
neuroprowcetive  compounds.  Phase-
conmrast photographs of cell cultsres ob-
scrved directly under an optic micro-
scope (A,C.E,G). Hocchst-suained cell
nuclei were observed by fluorescence
microscopy  (B,D,F,H). Control cul-
tures ar¢ shown in (A) and (B). Cel
swelling: (inset in C) and increased num-
ber of candensed nuclel (amows in D)
were obwerved after incubadon  with
3-NP b I'DC. Somu pon—condensed
nuclei seemed swollen (arrowhead in D).
In the presence of pymvare (L,F) and
MK-801 (G H), ¢ell cudrres were better
preserved and seemed similar to control
culnires. Less nucled were condensed and
brightly Ruorescent in the presence of
pyruvate and MK-801. Micrographs arc
representative of 3—6  (ndependent
¢XpcOments,

Nuclear Condensation Is Involved in Cell Death
Induced by 3-NP + PDC

The cxperiments described above indicate that en-
ergy metabolism is compromised substantially afver 4-hr
exposurc t0 3-NP + PDC and does not recover unless
energy substrates are present. To test cell viability after che
4-hr exposure to 3-NP + PDC, culture morphology was
monitored by direct examination under an inverted light
microscope, plasma membrane integrity was assessed using
the fluorescent markers calcein-AM and cthidium ho-
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modimer, and nuclear morphology was studied by
Hoechst staining. As shown in Figure 5A, conool cultures
of cerebellar granule neurons observed under phase-
contrast microscopy showed dark and oval somata and an
intricate neurite network. As indicated by Hoechst stain-
ing, 12% of cells with condensed nuclei were present in
control cultures (Figs. 5B, 6A). After 4 hr of 3-NP + PDC
treapment, cells swelled and gained a round shape with
clear cytoplasm (Fig. 5C, insert). According to Hoechst
staining, 34.7% of ccls contined condensed or frag-
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Fig. 6. Effect of pyruvate (2 mM), MK-801 (10 LM), and the broad-
specrum caspase inhibitor Z-Asp-DCB (100 pM) on nuclear conden-
sation (evaluated a8 Hoechst sianing) (A) and cell survival (BY (mon-
itored by ethidivm homodimer and calcein Auorescence for dead and
live cells, respeetively), after 4-hr exposure to 3-NP + PDC. Dau are
mcans = SEM from 6 (conwol, 3-NP + PDC, and Z-Asp-DCB
conditions) and three (pyruvate, acetoacetate, and MK-801 condstions)
independent experiments. Daa were pooled and analyzed by one-way
ANOVA followed by Fisher's least significant muluple comparison test.
a. P < 0.05 relative to conrrol; b, P << 0.05 relaave to 3-NP + PDC.

piented nuclei after the mearment (arows in Fig. 5D and
6A). Many non-condensed nuclei Jooked swollen (arrow-
bead in Fig. 5D). In the presence of pyruvate, acetoace-
cate, and MK-801, cell cultures were better preserved.
Many cells seemed swollen but showed oval-shaped dark
somata like those in control cultures (insets in Fig. 3E,G).

In addition, both energy substrates and MK-801 reduced
the number of condensed nuclei (Figs. 5F,H, 6). Pyruvate
protection was not complete and the number of cells with
condensed nuclet was significantly higher than chat in
control cultures (Fig. 6A).

Sinular results were obtained when cell viability was
analyzed by calcein/ethidium homodimer fluorescent
markers. Cell death was expressed as percentage of red-
flucrescent cells relative o toral cells (red and green-
fluorescent). [n this case, some of the red-fluorescent cells
exhibited bnght, condensed nuclei and some others
showed large fluorescent nuclei. Both were counted as
ethidium homodimer-positive cells. As indicated in Figure
6B, conrtrol culeures showed 15.7% nonviable cells. The
presence of 3-NP or PDC individually did not increase
significandy the percentage of dead cells observed in con-
tro) cultures (3-NP, 19.4 % 1.45%; PDC, 19.2 = 0.24%:
it = 3). In contrast, comcubaton with 3-NP + PDC
increased to 42.8% the number of dead cells (Fig. 6B).
This percencage is similar to that observed when cells are
incubated for 4 hr and left to recover for the 20 hr (Garcia
and Massieu, 2001), suggesting that most cells sensidve to
the treatment are already dead after the 4-hr exposure.
Pyruvate, acetoacetate, and MK-801 completely pre-
vented plasma membrane disruption (Fig. 6B). The broad-
spectrum caspase inhibitor Z-Asp-DCB (100 pM), pre-
vented nuclear condensation but did not reduce the
number of cells permeable to ethidium homodimer (Fig.
6), and did not prevent the loss in mitochondrial reducing
actvity (Fig. 7). This resulc suggests thac nuclear conden-
sation in the present experimental conditions is not a
primary event in cell death and it is independent of mi-
tochondrial reducing capacity and plasma membrane dis-
ruption.

According to the results descnibed above, 4 hr incu-
badon with 3-NP + PDC leads 1o mitochondral dys-
function, decreases in ATP concentration, and cell death
by a mechanism involving nuclear condensation.

DISCUSSION

In previous studies, we and others have demon-
strated that cercbellar granule neurons can tolerate well the
increase in glutamate extracellular levels resulting from
transient uptake inhibitdon by PDC (Cebers et al., 1999;
Garcia and Massieu, 2001). These cells become vulnerable
to elevated extracellular glutamate, however, when energy
metabolism is impaired by mitochondrial toxins (Garcia
and Massieu, 2001). Similar resuls have been reported in
vivo using 3-NP or the glycolysis inhibicor iodoacetate
(Sinchez-Carbente and Massieu, 1999; Massieun et al.,
2000). Increased extracellular glutamate, impaired or re-
versed transport of excitatory amino acids, and inhibition
of cnergy metabolism are events involved in ischemia-
induced neuronal damage (Benveniste et al., 1984; Fiskum
et al., 1999; Lipton, 1999; Rossi et al., 2000). In addition,
impaired mitochondrial metbolism and excitotoxicity
have been implicated in neurodegenerative disorders such
as Huncdington's and Alzheimer’s diseases (Beal, 1992,
2000; Fiskum et al., 1999). Therefore, the simultaneous
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Fig. 7. Lack of effect of the broad-specirum caspase inhibitor Z-Asp-
DCB on MTT reducuon activity after exposure of ccll cultures to
3-NP + PDC for different dmes. Culwres were mcubated simulta-
ncously with Z-Asp-DCB (100 M) and 3-NP + PDC. The nwo bars
on the nght indicate MTT reduction activity of cell culcures after 20-hr
recovery from a 4-hr penod of exposure o 3-NP + PDC. The
presence of Z-Asp-DCB during treaument and recovery did not im-
prove mitachondrial reducing activity. Daw are means = SEM from
four independent experiments and were analyzed by onc-way ANOVA
followed by Fisher's least significant muluple comparison test. a, P <
0.05 relanve to control

inhibjdon of glutamace uptake and mitochondrial metab-
olism can be an experimental paradigm of greac ucility in
the study of events involved in neuronal death associated
with 1schenia and neurodegeneranve disorders.

PDC js a substrate snhibitor of excitatory amino acid
transporters that causes glutamate release by heteroex-
change (Blitzblau et al., 1996; Volterra et al., 1996). Ac-
cordingly, we have observed a nwofold increase in extra~
cellular glutamate and aspartace concentration after a2 4-hr
exposure of cerebellar granule neurons to 500 uM PDC
{Garcia and Massieu, 2001). The present study shows that
PDC or 3-NP weamment alone did not disturb cellular
homeostasis or alter cell survival. Previous srudies have
shown that high concentrations and prolonged exposure
to 3-NP induces neuronal death by a mechanism involv-
ing ATP depletion. NMDA receptor actvation, and dis-
ruption of intracellular calcium homeostasis (Pang and
Geddes, 1997; Lee et al., 2002a). In our experimental
condirions, 2 subtoxic concentration of 3-NP was used,
which by itself did not alter either mitachondnal reducing
capacity or ATP synthesis. When cells are challenged by
the presence of PDC, however, a progressive decline in
mitochondrial reducing activity and a sudden decrease in
ATP content was observed. Consequently, cell death oc-
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curred after 4 hr if mitochondrial substrates were not
supplied. Cell death in the presenc conditions might also
involve disruption of intracelular calcium homeostasis af-
ter acuvation of NMDA receptoss. According to this
hypothesis, MK-801 completely prevented the decrease in
ATP levels and the decline in mitochondrial reducing
activity. It is possible that some disruption of calcium
homeostasis occurred in the presence of 3-NP or PDC
alone. Previous data show that 3-NP (although at milli-
molar concentrations) causes an increase in intracellular
calcium concentration (Lee et al., 2000b). On the other
hand, glutamate release through heteroexchange induced
by PDC would activate NMDA receptors and cause cal-
cium entry. [n any case, if intracellular calcivm concen-
tration was altered in the presence of 3-NP or PDC alane
at the concentradons tested, neuronal survival remained
uncompromised. Coincubation of PIDC and 3-NP, how-
ever, might alter intracellular calcium levels and mito-
chondrial acuvity to an extent chat overcomes cell ho-
meostasts and compromuses their viability. According to
this hypothesis, it has been reported recently that a low
(10 pM) glutamate concentration induces an increase in
cytosolic and mitochondrial calcium thae is exacerbated in
the presence of 3-NP, leading to depolarization of the
mitochondrial membrane and neuronal death (Nasr et al,
2003).

According to the present study, during the comnbined
exposure to PDC and 3-NP, ATP levels declined to 45%
of control vajues at 30 min, whereas MTT acdvity was
inhibited partially (up to 7% and 73% of contro! activicy)
during the first 2 hr, and decreased to 50% of control
values only after 4 hr, when a large populadon of cells
(42%) had died. The Jack of correlation between mito-
chondrial MTT reduction and ATP levels might be ex-
plained by an additional decrease in glycolync ATP. So-
dium and calcium influx would stimulate Na¥/K™-
ATPase and Ca®"-ATPase, contributing to glycolytic
ATP consumpuon. It is known that during collapse of the
mitochondrial proton gradient, ATP synthase can be ac-
uvated reversibly and degrade ATP derived from glycol-
ysis (Budd and Nicholls, 1996). Such a scenario would be
plausible in our experimental conditions if the mirochon-
dnal praton gradient collapsed in the presence of PDC +
3-NP. This possibility is under current investigation and
according to preliminary observations, exposure to
PDC + 3-NP induces a progressive depolarizadon of
mitochondrial membrane (unpublished results). The lack
of correladon between MTT reduction and ATP levels
might be also due to extramitochondrial MTT reduction
(Berridge and Tan, 1993; Bernas and Dobrucki, 2002).

According to the resuls, a 4-hr blockade of glura-
mate transport during nhibiton of complex [1 of the
electron transport chain lead to permanent mitochondrial
damage and in tum to neuronal death. Even if cultures
were left to recover for 20 hr after exposure to 3-NP +
PDC, ATP levels were not regained but declined further.
In a previous study, we observed protection of cerebellar
granule neurons against damage induced by 3-NP +
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PDC, by pyruvate and acetoacetate (Garcia and Massieu,
2001). Resules suggest chat the protectve effect of these
compounds was related to their role as mitochondral
metabolic substrates, because both were able to support
mitochondnal reducing capacity and ATP synthesis. In
addidon, protection was abolished campletely when the
monocarboxylate transporter was blocked by 4-CIN. Ac-
cordingly, pyruvate and acetoacetate effectively protected
against plasma membrane disruption and nuclear conden-
sation. Acetoacetate prevented only pattially the inidal
decrease in ATP levels during the firse 30 min of exposure
to 3-NP + PDC but sustained ATP levels during the next
3.5 hr. This result suggests thac a partial decline in ATP
concentration does not lead to permanent neuronal dam-
age, provided the decline is temporary and restored after a
short ame. These results favor the use of compounds that
can sustain mitochondral reducing actvity and energy
levels to prevent or delay ischemic cell death. Recenc in
vivo experiments have shown neuroprotection by pyru-
vate againse cell death of hippocampal neurons during
global ischemia (Lee et al., 2001). Similarly, treamment
with the ketone body [-hydroxubutyrate reduces brain
edemna and the area of infarcdon after focal ischemia (Su-
zuki ec al,, 2001). We have also shown protection by
pyruvate and acetoacetate against PDC- and 3-amyloid-
induced neuronal damage in rats treated chronically with
the glycolysis inhibitor iodoacetate, or the mitochondrial
toxin 3-NP (Massieu et al., 2000, 2001, Aras et al., 2002).
The protective effect of acetoacetate in vivo might be
related to the preservation of ATP levels (Massieu et al.,
2003). In addioon, several in vitro studies support the
protective effect of pyruvate against cell death induced by
excitotoxicity and glycolysis inhibition ([zumi et al., 1997,
Ruiz et al., 1998; Maus et al., 1999).

The spin wrapper PBN (Craig, 1997) has been shown
ro reduce striatal lesions induced by excitotoxins and mi-
tochondral poisons (Schulz et al., 1995). In the presenc
study, incubaton with PBIN efficiently prevented the de-
cline in MTT reduction and preserved ATP levels close to
control values. This result suggests thac oxidacive stress
might influence mitochondrial activity in our experimen-
tal conditions and thus contribute to its dysfunction. [t has
been shown that free radicals can induce mitochondrial
membrane depolarization (Brorson et al., 1999) and in-
hibic the acrivity of different electron transport chain com-
ponents (Bolarios et al., 1995), or enzymes involved in the
tricarboxylic acid cycle, such as aconitase, a-ketoglutarate
dehydrogenase, and succinate dehydrogenase (Tretter and
Adam-Vizi, 2000). [ncreased producnon of free radicals
after activation of NMDA receptors is well documented
(Lafén-Cazal et al., 1993), and it has been shown that
oxidative stress during glutamace-induced neuronal dam-
age impairs acavity of electron transport chain complexes
(Bolatios, et al., 1993). In additnon, inhibinon of glutarnate
transport by PDC might decrease intracellular glucachione
concentrations, favoring oxidative swess (Himi et al,,
2003). The role of oxidarive stress in the present expen-
mental conditions is being studied currendy.

According to the present resules, after 4-hr exposure
to 3-NP + PDC 42% of the cells exhibited disruption of
their plasma membrane as they were positive with the
ethidium homodimer stain. Many of these cells, however,
also showed condensed nuclei. Plasma membrane disrup-
don has been associated with a necrotic type of cell dearh,
whereas nuclear condensadon and fragmentation has been
considered a hallmark for apoptosis (Kerr and Harmon.
1991). [t is possible that ac the time studied (4 hr after drug
exposure) cells chat initiated an early apoptotic cascade
were at a final stage of cell death and exhibited disruption
of the plasma membrane. Alternatively, 2 mixed type of
cell death showing common feacures to both necrosis and
apoptosis might have occurred. In favor of the lacer
hypothesis, Bezvenyuk et al. (2003) reported recently chat
glutamate-induced neuronal death in cerebellar granule
neurons shows chromadn condensation independent of
caspase activadon. These researches showed also thac dur-
ing early scages of cell death, most cells show condensed
nuclei without disruption of plasma membranes, whereas
at 24 hr, most cells exhibited condensed nuclei and plasma
membrane disruprion. [n our experimental conditions,
caspase actvation occurted, because Z-Asp-DCB pre-
vented nuclear condensation, but this might not be asso-
ciated with cell death, as there was a lack of protection of
Z-Asp-DCB.

The cell death phenotype associated with an isch-
emic process remains controversial. Some studies suggest
an apoptotic mechanism (Rosembaum et al,, 1994; Choj,
1996; Graham and Chen, 2001), whereas others favor the
coexistence of necrocic and apoptotic processes (Martin et
al., 1998). Both glutamate and 3-NP can induce necrotic
and apoptoric cell deach, depending on the intensicy and
duranon of the challenge (Ankarcrona et al., 1995, Pang
and Geddes, 1997; Cheung et al., 1998). Addinonally,
ATP plays a determinanc role in the type of cell death
induced by mitochondrial toxins, oxidative stress, and
glutamate (Pang and Geddes, 1997 Leisc et al., 1999:
Almeida and Bolanos, 2001). In our experimental condi-
tons, the decrease in ATP concentration is seemingly a
fundamental factor leading to cell death, because preser-
vation of ATP levels and cell survival are favored by the
presence of energy substrates. To discriminate berween the
type or types of cell death involved under these circum-
stances, further morphologic and biochemical studies are
required.
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Los resultados obtenidos del segundo trabajo de investigacién demostraron que:

D

2)

3)

4)

3)

6)

El PDC produce una pequeila despolarizacién del potencial de membrana
mitocondrial que se observa desde los 10 minutos de administracion y que mantiene
incluso después de 4 horas, mientras que el 3-NP produce una fuerte
despolarizacidn pero requiere de un tiempo 2 horas de incubacion.

La despolarizacién del Ay, inducida por el PDC esta asociada a ta activacion del
receptor NMDA.

La despolanizacién inducida por el 3-NP se debe a la pérdida de los niveles de
NADH

La administracién del 3-NP+PDC induce {a muerte celular desde los 30 minutos de
incubacién. Sin embargo, €l 3-NP y el PDC por si solos no producen dafio a las
neuronas.

El PDC incrementa el consumo de oxigeno en neuronas granulares de cerebelo. Este
efecto podria estar asociado al mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial parcialmente reducido, gue se observa desde los 15 minutos hasta las 4
horas. Este efecto es revertido por el antagonista de los receptores a glutamato de
tipo NMDA et MK-801.

El incremento en la respiracién mitocondrial produce inevitablemente la formacién
de ERO y una disminucidn en los niveles de GSH. Este efecto es dependiente de la
estimulacion del receptor NMDA.. A pesar de que las células se encuentran en estrés
oxidativo, éstas no mueren a menos que tengan una alteracion en la mitocondrial

como la inducida por el 3-NP.
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Abstract

it is thought that the combination of extracellular glutamate
accumulation and mitochondrial damage is involved in neur-
onal death associated with brain ischemia and hypoglycemia,
and some neurodegenerative dlseases such as Huntington’s
disease. However, the mechanism wheraby those two factors
interact together to trigger neurodegeneration in this and other
neurodegenerative disorders Is still elusive. Hera, we have
addressed this issue using a model of mild and suslained
accumulation of extracellular glutamate In cerebellar cultured
neurons, which are mostly glutamatergic and commonly used
to study glutamale neurotoxicity. The resulting stimulation of
glutamate receptors triggered a ~ 50% persistent increase in
mitochondrial cespiration that was associated with iree ragi-
cals formation, and which was found to be necessary to pre-
vent the collapse of the mitochondial membrane potential

(A¥.) and apoptotic cell death. In fact, hampering the glu-
lamate-mediated Increase in mitochondrial respiration with an
inhibRor of the mitochondrial respiratory chain stopped neu-
rons from producing free radicals, but led them to undergo
rapid and profound Ay, collapse and apoptolic cel) dealh.
Thus, we suggest that the formation of raactive oxygen spe-
cles by glutamate receptor activation Is the unavoidable con-
sequence of an Increase in the mitochondrial respiration
aimed to prevent Av,, collapse and neurodegeneration. These
resuits may be relevant to understand the pathophysiology of
those neurodegeneralive diseasas associated with both mit-
ochondrial respiratory chain and glutamate iransporter
defects.

Keywords: free radicals, glutamate, glutathione, mitochon-
dna, neurodegeneration, neuroprotection.

J. Neurochem. (2005) 92, 183—190.

Glutamate receptor over-stimulation following extracellular
accumulation of the amino acid has been involved in the
pathopbysiology associated with brain ischemia, hypogly-
cemia, and certain neurodegenerative disorders, such as
Huntington’s disease (Bittigau and Tkonomidou 1997). It is
well known that glutamate neurotoxicity is exacerbated by
mitochondrial failure, and that even low concentrations not
sufficient to induce neuronal death become neurotoxic in the
presence of mitochondrial toxins. During the ischemic
episode there is a prompt decline in epergy levels and a
large increase in the extracellular concentration of glutamnate
and aspanate (Benveniste et al. 1984). [n addition, prolonged
decreases in mitochondrial activity after brain ischemia have
been described (Anderson and Sims 1999). Diminished
activity of the different components of the mitochondrial
electron transpon chain has also been linked to Alzheimer's,
Parkinson's and Hunfington's diseases, suggesting that

mitochondrial damage is involved in the pathogenesis of
these disorders. The regulation of the exwacellular concen-
trations of glutamate depends on its removal by transporter
proteins. As glutamate transporters are energy and sodium
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dependent carriers that can operate in the reverse direction
during neuronal energy failure, mitochondnal damage would
potentiate the excitotoxic neuronal death during extracellular
glutamate accurnulation (Benveniste et af. 1984; Rossi ef al.
2000). In fact, in vivo administration of v-zrans-pirrolydine
2,4-dicarboxylate (PDC) — an inhibitor of glutamate uptake
seen 1o increase extracellular concentradon of glutamate in
the striatum and the hippocarpus — does not cause neurona)
damage in rats (Massieu er a/. 1995). Similar results have
been found in cultured cerebellar granule neurons (Cebers
et al. 1999; Garcia and Massieu 2001). However. the
administration of PDC to rats previously Ireated with
subtoxic concentrations of the mitochondrial toxin 3-nitro-
propionic acid (3-NP) or the glycolysis inhibitor, iodoacetate
induces large lesions into those brain areas (S4nchez-
Carbente and Massieu 1999; Massicu er al. 2000), in good
agreement with previous in vivo and in vitro studies showing
that metabolic inhibinion potentiates glutamate neurotoxicity
(Novelli er al. 1988; Greene and Greenamyre 1995). These
results suggest that, whereas glutamate, at the concenmation
reached in the extracellular space during these conditions, or
mitochondnal impairment per se are insufficient factors to
caus¢ neurodegeneration, the combination of both wigger
neuronal death. However, the underlying mechanism respon-
sible for such synergistic effect is yet unknown.

In order to address this issue, we have used a well-
esuablished model of glutamnate receptor activarion based on
the inhibition of glutamate uptake, which leads to a mild and
sustained increase in the extracellular concenmation of
glwamate (Garcfa and Massien 2001). We have found
evidence consistent with the notion that glutamate receptor
activation Lriggers an enhancement in mitochondrial oxygen
consumption focused to prevent the loss of mitochondrial
membrane potential (AY,,), and the apoplotic neuronal death.
We believe that these results may be of relevance to
understand the mechanism of neurotoxicity in certain
pathophysiological conditions, such as ischemia, hypogly-
cemia, or Huntington's disease, in which, in addition to
mutated Hundngtin, decreased activity of complexes II, [11
and IV of the electron transport chain (Gu et al. 1996;
Browne et al. 1997, Panov e al. 2002) and decreased
glutamate transporter (Arzberger et al. 1997) has been
described.

Experimental procedures

Culture of cerebellar neurons

Cerebellar granule neurons in primary culture were obtained from
7-8-day-old Wistar rats 3as descnbed (Garcia and Massieu 2001).
Cells were sceded at 1.5 % 10° cellg/well in 6-wells Nunc
(Roskilde, Denmark) plastic Petm dishes previously coated with
poly o-lysine (15 pg/mL) and incubated for 9 days in vizro in
Basal Eagle’s Medium, supplemented with 10% fetal bovine

serum, L-glulamine (2 mm), penicillin (100 U/mL). stoeptomycin
(100 pg/mL), amphotericsin B (0.25 ug/mL), and KCI (25 ma).
Glucose (5 mm) and cyrosine arabinoside (10 um) were added
24 h after plating o inhibit the proliferation of non-neuronal
cells.

Cell treatments

Afiter 9 days in vitro, neurons were incubated in the presence of the
gluamate yptake inhibitor PDC (500 pM) or the succinate dehy-
drogenase inhibilor 3-NP (500 pm), either alone or in combination,
as previously described (Garcia and Massieu 2003), for different
ome periods (5 min w 4 h). In somec experiments. cells were
incubated in the presence of MK-801 (10 um). superoxide dismutase
(100 U/mL). catalase (100 U/mL) and N“-nitro-L-arginine mono-
methyl ester (L-NAME, | mm), which were added 5 myn prior w
PDC addition.

Flow-cytometric analyses of mitochondrial membrane potential
and apoptotic death

MY, and apoptotc death were determined in the same cellular
suspension by flow cytometry, essentially as previously described
(Almeida ef al. 2001; Gareia-Nogales ef al. 2003). Briefly, cells
were first smoothly scraped off the plates in order 10 minimize
cellular distuption. and then they were ncubated with 5,5°,6.6™
temrachloro-1,1°3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine  iodide
(JC-1, 3 pm), followed by incubaton with APC-conjugated annex-
in-V and 7-amino-actinomycin D (7-AAD) (Becton-Dickinson
Biosciences, Frenklin Lakes, NJ, USA). Data acquisition was
performed using a FACScalibur flow cytomeler (Becton Dickinson
Biosciences). equipped with a 15 mW argon jon laser mned at
488 nm, using the CellQuest software (Becton-Dickmson Bio-
sciences). Phowmuitiplier sertings werc adjusted to detect JC-I
monomer Ruorescence signals on the FLI detector (green fluores-
cence, tentered around 525 nm), and JC-1 aggregate Auorescence
signals on the FL2 detector (red Ruorescence, centered around
590 nm). Data analysis was performed using the Paint-A-Gate PRO
software (Becton-Dickinson Biosciences). Mcan fluorescence inten-
sity values for FLI and FL2, expressed as relalive lincar
fluorescence channels (arbiary units scaled from channel O~
10 000) were obtained for all experiments. The relative aggregate/
monomer (red/green) fluorescence intensity values were used for
Alr,, data presentation. Preliminary experiments {ocused to validate
this protocol were performed using lhe mitochondnial permeability
pore inhibitor, cyclosporin A (10 uM for 1S min), which showed no
effect on FLZFL) ratio (~ 1.3 a.u, not shown) when compared (0
untreated cells. Furthermore, the FL2/FLI ratio values (~ 0.2 a.u.,
not shown) obtained after adding FCCP (5 pm) to the cell
suspensions were similar to those obuined with antimycin A
(10 pg/mL). Annexin V-APC and 7-AAD signals were acquired on
the FL4 and FL3 channels, respectively, o quantitauvely determine
the percentage of apoptotic cells. [n all cases, the analyzer threshold
was adjusted on the FSC channe! 10 exclude most of the subcellular
debris in order o reduce the background noise due to the cellular
disruption during scrapping. To exclusively quantfy celis showing
the early apoptotic feamure phosphatidyiserine translocation, we
determined those annexin V positve cells that were 7-AAD
negative. As 7-AAD only binds DNA to those cells having a non-
intact plasma membrane (due to both disruption during scrapping
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and necrosis by the treaments), we considered to be apoptotic those
cells that were annexin V'-7-AAD",

GSH, NADPH and NADH determinations

GSH concentrations were measured by the enzymadc methed
described by Tietze (1996) with the modifications described by
Dringen and Hamprecht (1996) (see also Garcla-Nogales et al.
2003). NADH and NADPH concentrations were measured in the
cells exactly as described by Garcja-Nogales er al. (2003).

Determination of oxygen consumption

Oxygen consumption was determined with a Clark-type electrode
(Rank Brothers, Cambndge, UK) in the intact, resuspended cells at
37°C in bufTered Hanks’ solution. The rates of oxygen consumption
were calculated from the slopes (monilored for at least |5 min per
trace). and expressed as nmol of oxygen consumed per minute per
0.5 x 10% cells.

Measurement of reactive oxygen specieg

The formanon of iniracellular reactive oxygen species (ROS) was
assessed using the dye carboxy-H;DCFDA (20 pm) (Hempel er al.
1999). Its desterification product, carboxy-dichlorofuorescein (carb-
oxy-H;DCF), is cleaved by esterases and remains entrapped within
the cells, hence being prone to ROS-mediated oxidation to
fluorogenic carboxy-DCF (Hempel er al. 1999). To evaluate the
formation of superoxide anion, we used hydroethidine, which is
specifically oxidized by superoxide as previously reported (Bindo-
kas et al. 1996). Thus, after the incubadon periods, cells were
washed and further incubated in the presence of hydroethidine
(3.2 uwm) for 20 min at 37°C. After fixing and mounting the cells in
coverslips, the number of Aluorescent neurons was counted in 10
different ficlds per coverslip from three indcpendent experiments
with the aid an image analyzer (NYH Image 1.6 for Macintosh) and
expressed as percentages.

Determination of complex I activity

For the determination of enzyme activity, cells were washed with
ice-cold phosphale-bufTered saline and collected, ¢enmifuged and
resuspended in 300 uL of 0.l M potassium phosphate buffer
(pH 7.0). Ceil suspensions (conuining approximately 3—4 mg of
protein/mL) were frozen ang thawed three times (o ensure cell lysis.
Complex | (NADH-ubtquinene oxidoreductase) aclivity was meas-
ured by determining the rotenone-sensitve NADH oxidaton using
ubiquinone-5 {coenzyme Qt, Sigma, St Louis, MO, USA) as the
elecron acceplor (Ragan er al. 1987) in & Hitachi U2000 specto-
photometer (Hitachi L3, Tokio, Japan). Enzyme activity is
expressed as nonomoles per minute per milligram of protein.

Protein determinations

Protein concentralions were determined in cells solubilized with
0.1 M NaOH as Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin as
standard.

Statistical analysis

Dala are expressed as means + SEM values. Statstical analysis
was camied out by one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by a Fisher's least significant difference multple
comparison test.
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Results

L-trans-Pirrolydine 2,4-dicarboxylate

and 3-nitropropionic acid depolarize mitochondrial
membrane potential but do not induce neuronal death
In our previous study, we have shown that incubation of
cerebellar neurons with PDC (500 um) increases extracellu-
lar glutamate concenmatons to values ranging from 18 to
35 pM (Garcia and Massieu 2001) without induciog neuronal
death at least up to 4 h of incubation (Garcia and Massieu
2003). However, in the presence of subtoxic concentrations
of the mitochondrial toxin 3-NP, PDC tdggers cell death
{Garcia and Massieu 2001, 2003). Now, we have investigated
the mechanisms iavolved, and we first focused on mitoch-
ondrial membrane potential. Here, we show that inhibition of
plutamate uplake with PDC induced a rapid. but moderate
(by ~ 30%) decrease of A, that was sustained for, at least,
the following 4 h of incubanion (Fig. 12). Such a PDC-
dependent loss of AY,, was NMDA receptor-mediated, as it
was fully prevented by MK-801 (JC-1 fluorescence values,
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Fig. 1 Time course changes in (a) milochondrial membrane patential
{aY,,) and (b) apoptotlc death as measured in cerebellar neurens after
inhibition of glnamate uptake (PDC, 500 um). inhibilion of succinale
dehydroganase (3-NP, 500 pM) of a combination of both. AV and
apoptosis (annexin V*/7-AAD™ cells) were measured by flow cytomelry
as described in Experimental Procedures. Results are mean = SEM
values from four 10 six independent experimants. "o < 0.05 vs. contrel.
3-NP, 3-nitroprogionic add: PDC. L-trans-pirrolydine 2.4-dicarboxy-
late.
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control, PDC and PDC + MK-801, respectively). On the
other hand, the inhibition of succinate dehydrogenase
activity with 3-NP (500 pm) did not alter Ay, during the
first 30 min of exposure, but induced a large depolarization
after 2 h that declined further at 4 h (Fig. 1a). Co-incubation
of PDC with 3-NP did not result in additional decay of AV,
as compared with 3-NP alone (Fig. 1a). but enhanced
apopotic cell death from as soon 2s 30 min (Fig. ib). In
contrast, PDC or 3-NP treamments. alone, did not increase the
percentage of apoptotic cells, at least up to 4 h of incubation
(Fig. 1b).

Mitochondrial membrane depolarization induced

by 3-nitropropionic acid is dependent on NADH
concentrations.

As show in Fig. 1(a), weament with 3-NP led neuronal
Ay, to collapse after 2 h. {n view that 3-NP inhibits both
succinate dehydrogenase and complex [ of the mitochond-
rial respiratory chain, we next investigated whether
3-NP-induced mitochondrial depolarization was associated
with the loss of reducing equivalents (NADH and
NADPH), which are involved in the maintenance of Al,,.
As shown in Fig. 2(a), NADH concentrations diminished
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fig. 2 Time course changes In (a) NADH and (b) NADPH, as
measured In cerebeliar naurons after inhibition of glutamale uptake
(PDC, 500 pm), Inhibition of succinate dehydrogenase (3-NP, 500 yu)
of a combinalion of both. NADH and NADPH concentrations were
measured by chamiluminiscance, as described In Experimental Pro-
cedures. Rasults are maan £ SEM valuas from four to six independent
experiments. "p < 0.05 vs. control. 3-NP, 3-nitroproplonic ackt; PDC,
w-lrans-plrrolydine 2 4-dicarboxylate.

significantly 2 and 4 h after 3-NP exposure, well correlating
with the observed depolarizaton of the mitochondrial
membrane (Fig. 1a). [n conuast, exposure of neurons o
PDC did not alter NADH concentrations 2t any of the time
periods studied (Fig. 2a), and the coincubation of 3-NP
with PDC had no additive effect on NADH concentrations
when compared to those induced by 3-NP alone. NADPH
concentrations were not altered by any of these treatments

(Fig. 2b).

Inhibition of glutamate uptake by L-transpirrolydioe
2,4-dicarboxylate increases oxygen consumption in
cerebellar granule neurons

As shown in Fig. 1(a), PDC produced a brief and rapid Ay,
decrease Lhat was sustained for the following 4 h. In order to
elucidate whether any further AV, collapse could have been
prevented through the stimulation of the respiratory chain,
the rate of oxygen consumption was monitored after 2 h of
PDC exposure. Control neurons consumed oxygen at a rate
of 0.31 nmol O, per min per 0.5 x 10% cells (Table 1).
However, incubation of cells with PDC triggered an increase
in the rate of oxygen consumption by |.4-fold, whereas 3-NP
had no effect (Table 1). To elucidate whether PDC-induced
increase in oxygen consumption was associated to the
activation of NMDA receptors, a group of cells were also
incubated in the presence of the NMDA receptor antagonist,
MK-80t. As shown in Table |, MK-801 prevented the
increase in oxygen cansumption induced by PDC. To
ascertain whether such an increase in oxygen consumption
was due to mitochondnal function, 3-NP was added to PDC-
weated respiring cells, and we abserved a 95% blockade of
oxygen consumption (not shown). [n additon, we have
previously reported that another mitochondrial toxin, sodium
azide, potentiates PDC-mediated cellular death in a similar
experimental paradigm (Garefa and Massien 2001). [n view
that an increase in oxidative stress up-regulates complex I
activity, at least in glial cells (Visquez er al. 2001), we
sought to determine whether such a putative increase would

Table 1 Inhibition of glulamate uptake with -trans-pirrolydine
2.4-dicarboxytate (POC) increases Lha rale of oxygen consumption in
cerebellar neurons

Rale of oxygen consumption
(nmol OZmind0.5 = 10° cells)

Control 0.31 = 0.01
3-NP 0.29 ¢ 0.02
POC 0.44 = 0.04"°
PDC + MK-801 0.21 2 0.07t

Oxygen consumption was determined afier 2 h exposure of naurons to
PDC (500 uw) or 3-nitroproplonic acid (3-NP: 500 jus). MK-801 (10 pu)
was incubated with POC. Values are mean = SEM of three inde-
pendent experments. *p < 0.05 vs. control values; tp < 0.05 vs. POC.
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account for the observed increased respiration rate. However,
treatment of cells with PDC (500 pm, 2 h) resulted in no
change in the activity of complex [ (control, 4.4 = 0.); PDC,
4.2 £ 0.7 nmol/min/mg of protein; » = 3).

Inhibition of glutamate uptake with L-trans-pirrolydine
2,4-dicarboxylate induces reactive oxygen species
production and decreases GSH concentrations

As an increase in the rate of oxygen consumption would
enhance oxidative mewabolism, we sought to investigate
whether PDC treatment led to an increase in ROS production.
Appraximately 22% of control neurons showed carboxy-DCF
fluorescence. indicating basal ROS production (Fig. 3a).
However, the presence of PDC significantly increased the
number of fluorescent cells as from 30 min of treatment, and
remained elevated after 2 and 4 h (Fig. 3a). This cffect was
inhibited by catalase (100 U/mL) and by MK-80] (10 pm)
(Fig. 3b). In contrast, 3-NP alone did not increase the number
of fluorescent cells at any of the times investigated (Fig. 3a).
Furthermore, the exposure of neurons to PDC plus 3-NP did
not increase the number of fluorescent cells when compared

(a)

v 60 .
3 | i
Th e
O 40 I !
w2 * :
ox }::_:A,__Lf
.8 ;0:'\‘—? 1
g =x=CONTROL
s | =
2 —o 3KP-PDE
g % 1 2 3 1
Time (h)
®
u
8
3
O >
& 3
=
8
N
©
®

pPDC

Fig. 3 Inhibrion of glutamale uptake by PDC induces ROS production
in cullured cerebellar granule cells. (a) ROS production wera dater-
mined after axpasure of cells to POC (SC0 ¢m) or 3-NP (500 ). either
alone or in combination, (b) ROS produciion ware also measured al
2 h aher PDC (500 pu) lreatment, elther in lhe absance or in (he
presencs of calalase (100 U/mL) or MK-801 (10 am). ROS produclion
was assessed by determination ol oxidation products of carboxy-DCF.
Data are mean = SEM values from Lhree (carboxy-DCF) independenl
expenments. "p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. PDC. CAT. calalase;
DGF, dichloroflyoroscein; 3-NP, 3-nitropropionic acid; POC, -trans
pirrolydine 2,4~dicarboxylale; ROS, reactive oxygen species.
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Table 2 Effecl of v-trans-pinolydine 2.4-dicacboxylale (PDC) and
3-npitropropionic acid (3-NP) on superoxide anion production by cera-
bellar neurons, as assessed by hydrosathidine flucrescence

Hydroethidine fluorescence
(% of posilive cells per lisld)

Control 2309
PDC 52x1.2
3-NP 5603
PDC + 3-NP 10.3 = 1.5°

Cells wers lrealed with PDC (500 nw), 3-NP (500 ju4) of @ combination
ol both for 2 h, washed and funher incubated In lhe presenca of
hydroethidine. Afier washing and fixing, cells were mounted and
analyzed by fluorescence microscopy. Each value represent the
mean = SEM values from four 10 six dlfterant cell cullure preparations.
‘p < 0.05 vs. controt values.

with PDC alone (Fig. 3a). In order t0 ascertain whether
superoxide anion was a major ROS component under our
conditions. we next used hydroethidine, i.e. a Auorescent
probe previously shown to specifically detect superoxide
anion in cultured neurons (Bindokas er af. 1996). As shown
in Table 2, 2 h after treatmeny, neither PDC nor 3-NP alone
were sufficient to generate detectable supcroxide, whereas the
combination of PDC with 3-NP significantly increased the
number of fluorescent cells. To investigate whether ROS
production was associated with impairment of GSH status,
GSH concentradons were determined in the same experi-
mental conditions. As shown in Fig. 4(a), PDC treatment
progressively decreased GSH concentrations, reaching the
statistical significance afier 2 and 4 h of exposure. In contrast,
3-NP treatment, alone, did not alter GSH concentrations
{Fig. 4a). When 3-NP was combined with PDC, GSH was not
further decreased when compared with PDC treatment alone
(Fig. 4a). The decrease in GSH concentrations abserved 2 h
after PDC treatment was not prevented by superoxide
dismutase (100 U/mL) or L-NAME (I mmMm) (results not
shown). However, it was partially prevented by catalase
(100 U/mL) and MK-801 (10 pm) (Fig. 4b).

Diseussion

Glutamate uptake inhibition with PDC induced a rapid and
modest Ay, fall that was sustained further, whereas the
jnhibition of mitochondrial respiratory chain with 3-NP
largely depolarized mitochondria in a delayed (2 h) manner.
In contrast 16 3-NP, PDC-mediated loss of A, was not
related to the loss of reducing equivalents and therefore to the
impairment of mitochondrial elecron flow, but rather to
calcium influx into the mitochondria after aciivation of
NMDA receptors. This result is in good agreement with the
well-known role of calcium influx o the mitochondria in the
A, loss and excitotoxicity (Schinder et al. 1996; White and
Reynolds 1996; Peng and Greenamyre 1998; Fiskum e al.
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Fig. 4 Inhibition of glutamate uptake by PDC depletes GSH in cul-
(ured cerebellar granule cells. (a) GSR concantrations were detet-
mined afier expasure of cells to PDC (500 pu) or 3-NP (500 ¢s), either
alone or In combinalion. (b) GSH concenlralions were also measured
at 2 h after PDC (500 pn) lrealment, either in the absence or in the
presence of calalase (100 U/mL) or MK-801 {10 w4). GSR concen-
lrations were determined enzymalically as described in Matenal and
Melhods. Data are mean = SEM values from six (GSH) independent
expenments. "p < 0.05 vs. conlrof; #p < 0.05 vs. PDC. CAT. catalase:
3-NP. 3-nilropropionic acid: PDC, v-trans-pirrolydine 2.4-dicarboxy-
late.

1999; Duchen 2000; Nicholls e al. 2003). However, none of
these treatments affected cell survival, at least during the 4 h
investigated. Interestingly, apoptotic cell death was triggered
only when both PDC and 3-NP were simultaneously present,
despite no further decline in AyY,, was observed when
compared to 3-NP treatment alone. Such a Ay, loss would
hence be associated with the widely held notion that
excitotoxicity oceurs through mitochondrial dysfunction
leading to ATP depletion (Ankarcrona er al. 1995; Pang
and Geddes 1997; Almeida and Bolafios 2001; Garcia and
Massieu 2003).

Interestingly. the dual inhibition of succinate dehydroge-
nase and complex 1l of the mitochondrial respiratory chain
oceurring in the cerebellar neurons exposed to 3-NP (Garcia
and Massieu 2001) was insufficient 10 trigger immediate
Al loss. Such Ay, loss occurred only after 2 h of 3-NP
trealment, and was well correlated with NADH, but not
NADPH depletion, strongly suggesting that, during this time.
Ay, would be maintained at the expense of complex
lI-mediated NADH oxidation. Only when endogenous NADH
content is exhausted, due to the inhibition of succinate

dehydrogenase activity, the subscquent complex 1 dysfunc-
tion will fail to properly maintain A{,,,. In any case, A, loss
induced under this condition docs not appear to compromise
newronal survival, suggesting that mitochondrial depolariza-
tion, per se, would be insufficient to cause neuronal death.
Non-toxic glutamate receptor activation during PDC
expasure partially decreased but did not disrupt completely
Ay, To understand the mechanism whereby Ay, was not
collapsed and cells survived to such mild glutamate receptor
activation, we next invesligated the rate of mitochondnal
oxygen consumption. Cells responded 10 PDC treatment by
increasing the rate of mitochondrial oxygen consumption.
Such an increase in oxygen consumption would be associ-
ated with AYy, maintenance, because Ay, in PDC-treated
cells was lost only when mitochondria) respiratory chain was
inhibited. Furthermore, the stimulation of mitochondrial
respiration was accompanied by enhanced ROS production
and GSH depletion, in good agreement with previous studies
reporting that superoxide anion would be formed during
glutamate excitotoxicity (Lafon-Cazal ef a/. 1993; Dugan
et ol. 1995). However, no detectable superoxide was
observed after 2 h with PDC alone, whereas it did increase
ROS production, suggesting that superoxide may be rapidly
transformed into hydrogen peroxide. In facy, catalase, but not
superoxide dismutase, prevented PDC-mediated dichlorofln-
orescein fluorescence and GSH depletion. Moreover, the
decrease in GSH might be associated with the recently
described impaired GSH biosynthesis — a consequence of the
lack of the GSH precursor. glutamate — in a similar model of
excitotoxicity (Chen and Swanson 2003; Himi er al. 2003;
Ré et al. 2003). However, this is not the case under our
circumstances, because both GSH depleton and ROS
production induced by PDC were prevented by MK-801.
These results strongly suggest that ROS production and GSH
depletion are the consequence of NMDA receptors activation
by the glutamate accumulated in the extracellular medium.
In conclusion, our results suggest that the accumulation of
endogenous extracellular glutamate after inhibition of its
transporters induces a partal Ay, lass that is compensated
by the stimulation of mitochondrial respiratory chain activiry,
which leads to ROS production and GSH deficiency in a
manner dependent on NMDA receplor activation. Such a
compensative mechanism appears to support neuronal survi-
val, unless there is concomitant mitochondrial respiratory
chain deficiency hampering such a neuroprotective strategy.
Prolonged inhibition of mitochondrial respiratory chain
activity has been observed after cerebral ischemia (Anderson
and Sims 1999) and in postmortem brain tissue samples
obtained from Huntington’s disease subjects (Gu ef al. 1996;
Browne er al. 1997), Moreover, the excitotoxicity associated
with these pathologics has been suggested to be a conse-
quence of decreased glutamate transport (Arzberger ef al.
1997; Mitani and Tanaka 2003). These observations suggest
that in addition to the expansion of the CAG codon in

© 2004 International Society for Neurochemisay, J. Newochem. (2005) 92, 183-190



Hunnngtin protein associated with Huntington’s disease
patients, an excitotoxic mechanism, probably precipitated
by a progressive decline in mitochondrial function, might be
involved n the pathogenesis of this disease (Zeron et al.
2001; Panov et al. 2002). Thus, our results may contribute to
understanding the mechanisms involved in neuronal death
associaled with cerebral ischernia and cerain neurodegener-
ative disorders, such as Huntington’s disease.
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V1. DISCUSION

El dafio excitotoxico inducido por glutamato ha sido vinculado a la pérdida neuronal que se
observa en algunas enfermedades neurodegenerativas y en la isquemia cerebral. En este
trabajo se ha demostrado que: 1) las neuronas granulares de cerebelo pueden tolerar el
incremento de los niveles extracelulares de glutamato producido por la inhibicién de sus
transportadores con el L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC) y 2) el glutamato
acumulado extracelularmente es toxico cuando el metabolismo energético celular se
encuentra afectado por la presencia de la toxina mitocondrial 4cido 3-nitropropionico (3-
NP). El incremento en la concentraciéon extracelular de glutamato, un funcionamiento
deficiente de los transportadores encargados de remover a este aminodcido del espacio
sinaptico, y una alteracidn en el metabolismo energético de las célula son eventos asociados
con la isquemia cerebral (Lipton, 1999). Por lo tanto, cuando los cultivos de NGC son
tratados con PDC+3-NP, se mimetizan estos tres eventos convirtiendo este paradigma
experimental en un modelo 1til para estudiar los mecanismos celulares involucrados en la
muerte neuronal isquémica, asi como posibles estrategias de neuroproteccion. Los
resultados en este modelo sugieren que la disminucién en los niveles de ATP, la produccién
de estrés oxidativo, y la entrada de Ca’" a través del receptor NMDA pueden ser eventos
involucrados en la muerte celular ya que los sustratos energéticos, como el piruvato y el
acetoacetato; compuestos que evitan el estrés oxidativo como el PBN, asi como el
antagonista del receptor glutamatérgico, MK-801, pueden evitar el dafio producido por el 3-
NP+PDC (ver anexo 1 y trabajo 1 en la seccién de resultados). Durante el desarrollo de esta
tesis se tratd de establecer cual es la relacién que tienen cada uno de estos eventos y su
contribucién en la muerte celular.

Una alteracion en el funcionamiento de la mitocondria ha sido propuesta como un evento
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clave en la muerte excitotdxica y en la isquemia cerebral (Nicholls y Budd, 1998; Fiskum et
al., 1999). Nuestros resultados indican que el PDC y el 3-NP per se no producen ningin
efecto sobre la actividad mitocondrial (ensayo de MTT), y los niveles de ATP, pero ambos
tratamientos producen una despolarizacién del A¥Ym determinada por el marcador
fluorescente JC-1 (Fig. 1 A del trabajo 2). La producida por el PDC es muy rapida y parcial,
y la del 3-NP mas severa y tardia. Esta discrepancia entre la actividad mitocondrial y la
despolarizacién del A¥m, puede ser debida a que el MTT y el JC-1 tienen diferente
localizacion y funcidén en la mitocondria. Algunos reportes sugieren que mientras el MTT
se estaria reduciendo dentro y fuera de la mitocondria por deshidrogenasas citoplasmaticas,
el JC-1 se acumula especificamente en la membrana interna mitocondrial debido a sus
cargas negativas. Por lo tanto, el MTT seria un indicador de la actividad redox de la célula
y el JC-1 un indicador del A¥m (Bernas y Dobrucki, 2002).

La despolarizacion del AYm ha sido propuesta como un evento fundamental en la muerte
celular inducida por glutamato (Ankarcrona et al., 1995; Schinder et al., 1996; White y
Reynolds, 1996). En este trabajo se observé que la inhibicién del transporte de glutamato
con PDC induce una rapida pero modesta despolarizacién del A¥'m, mientras que, la toxina
mitocondrial produce una despolarizacién sostenida, pero que se presenta dos horas
después de la incubacién con 3-NP. A pesar de que las células se mantienen despolarizadas
no presentan muerte celular (Fig. 1B, trabajo 2). La despolarizacién producida por el 3-NP
coincide con la pérdida de los niveles de NADH pero no de NADPH en los cultivos (Fig. 2
A, trabajo 2). Esto sugiere que el A¥m se mantiene durante este tiempo a expensas de la
oxidacion del NADH a través del complejo I de la CTE, y solamente cuando el NADH que
proviene del ciclo de Krebs se agota debido a la inhibicién de la SDH, entonces se produce

la despolarizacién mitocondrial, ya que el complejo I de la CTE carece de sustratos para
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mantener el A¥m. En otros estudios se ha demostrado que altas concentraciones y una
exposicion prolongada de 3-NP pueden producir muerte celular a través de un mecanismo
que involucra la pérdida de ATP, la activacion del receptor NMDA y una alteracion en la
homeostasis del Ca®* intracelular (Pang y Geddes, 1997, Lee et al., 2002). Nosotros no
observamos estos efectos ya que en nuestras condiciones experimentales se utiliz6 una
concentracion subtdxica de 3-NP. Adicionalmente, las NGC pueden conservar sus niveles
de ATP aun en presencia de toxinas mitocondriales exclusivamente por su actividad
glucolitica por un tiempo determinado (Budd y Nicholls, 1996; Nicholls et al., 2003).

El inhibidor del transporte de glutamato produce una rapida pero modesta despolarizacion
del A¥m (Fig. 1A, trabajo 2). La despolarizacion producida por el PDC no se relacioné con
la pérdida de equivalentes reductores ya que los niveles de NADH y NADPH no
disminuyen (Fig. 2, trabajo 2), y tampoco se ve afectada la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales (Fig. 2A, trabajo 1). Sin embargo, la despolarizacién mitocondrial,
aparentemente se relaciona con la entrada de calcio a la célula y posiblemente a la
mitocondria después de la activacion de los receptores NMDA ya que la presencia del
antagonista de este receptor el MK-801 (ver resultados, trabajo 2), y el quelante de calcio
EGTA (datos no mostrados) bloquean la despolarizaciéon mitocondrial. Estos datos
concuerdan con el papel bien establecido que tiene la entrada de Ca*" a la mitocondria, y la
consecuente despolarizacion del A¥m, y la excitotoxicidad en células nerviosas
(Ankarcrona et al., 1995; Schinder et al., 1996; White y Reynolds, 1996; Nicholls y Budd,
1998; Vergun et al., 1999). Adicionalmente a estos resultados, se observé que el PDC no
produce una pérdida en los niveles de ATP (Fig. 1A, trabajo 1), a pesar de tener una
despolarizacion parcial del A¥m. Sin embargo, esta despolarizacién solamente se da

durante los primeros 15 minutos y después permanece sin cambio. Nuestros resultados
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sugieren que en estas condiciones el A¥m no se colapsa por que la activacion del receptor
NMDA por el glutamato acumulado, estimula el consumo de oxigeno (tabla 1, trabajo 2).
El incremento en la respiracién mitocondrial podria servir como un mecanismo de defensa
para evitar la pérdida del potencial del A¥m. En este sentido diversos trabajos sugieren que
la entrada de glutamato a través de sus transportadores aumenta la captura de glucosa
estimulando la produccion de ATP glucolitico para mantener la actividad de la ATPasa
Na'/K" (Pellerin y Magistretti, 1994; Minervini et al., 1997; Voutsino-Porche et al., 2003;
ver articulo de revision en la introduccion). Adicionalmente Lu et al. (1997), han observado
que la exposicién de glutamato in vivo en corteza de ratas, incrementa el consumo de
oxigeno. El incremento en el consumo de oxigeno asociado a un incremento en la captura
de glucosa, podria estimular la fosforilacion oxidativa y por lo tanto mantener el A¥m y los
niveles de ATP en las células granulares.

Uno de los principales eventos que pueden conducir a la muerte neuronal durante un
proceso isquémico es la disminucién en los niveles de ATP y la disfuncién mitocondrial
(Almeida et al., 1995; Fiskum et al., 1999; Lipton., 1999). Sin embargo, de acuerdo a
nuestros resultados el dafio neuronal no parece estar asociado unicamente a la
despolarizaciéon del A¥m, ya que la coincubaciéon de PDC+3-NP no produce una
despolarizacién adicional a la que se presenta el tratamiento individual con cada uno de los
compuestos (Fig. 1A, trabajo 2). Sin embargo, bajo esta situacion si ocurre muerte neuronal
desde los 15 minutos hasta las 4 horas (Fig. 1B, trabajo 2; Fig. 5 y 6, trabajo 1). El dafio
neuronal podria estar asociado a la pérdida de los niveles de ATP y de la actividad redox
celular observada cuando se coincuba el PDC+3-NP (Fig. 1A, trabajo 1). En este sentido
algunos reportes sugieren que los niveles de ATP pueden ser fundamentales para

determinar la muerte celular necrdtica o apoptdtica inducida por glutamato, venenos
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mitocondriales y por estrés oxidativo (Ankarcrona et al., 1995; Pang y Geddes, 1997; Leist
et al., 1999; Almeida y Bolafios, 2001). De acuerdo a nuestros resultados después de la
exposicion durante 4 horas a PDC+3-NP, las NGC presentan un rompimiento de la
membrana plasmatica, caracteristica asociada a la muerte celular necrética (Fig. 6A, trabajo
1). Sin embargo, también se observa la presencia de células con cromatina condensada y de
células positivas a anexina-V, lo que sugiere una translocacién de la fosfatidilserina,
caracteristicas comunmente asociadas con la muerte celular apoptética (Fig. 5 y 6, trabajo 1
y Fig. 1B, trabajo 2). El fenotipo de muerte celular subsecuente a un proceso isquémico es
aun controversial. Algunos trabajos han propuesto que en un proceso isquémico las células
pueden morir a través de un mecanismo apoptético (Choi, 1996, Rosembaum et al., 1994,
Graham y Chen, 2001). Sin embargo, otros reportes han demostrado la coexistencia de
muerte celular necrética y apoptdtica (Yue et al., 1997, Martin et al., 1998; Kalda et al,,
1998). El glutamato y el 3-NP pueden producir necrosis y apoptosis dependiendo de la
intensidad y duracion de la exposicion (Anckarcrona et al., 1995, Pang y Geddes, 1997,
Cheung et al., 1998). Anckarcrona et al. (1995), han propuesto que la muerte necrética en
las neuronas granulares de cerebelo producida por una exposicion a glutamato coincide con
la despolarizacién del potencial de membrana mitocondrial, la disminucién de los niveles
de ATP y la presencia de hinchamiento celular. Sin embargo, las células que sobreviven a
este estimulo y que recuperan su potencial de membrana mitocondrial y los niveles de ATP,
mueren posteriormente por apoptosis. El glutamato podria inducir la apoptosis a traves de
la activacion de la caspasa 3 (Budd et al., 2000; Zhao et al., 2000), por una via diferente a la
de los inductores clasicos de la apoptosis como la estaurosporina, que involucraria la
despolarizacién de la membrana mitocondrial, la disminucién en los niveles de ATP y la

liberacién del citocromo ¢ (Budd et al., 2000). Los resultados permiten sugerir que ademas
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de la despolarizacién mitocondrial hay una activacion de caspasas ya que el Z-Asp-DCB
disminuye las células apoptéticas o la fragmentacién nuclear (Fig. 1, trabajo 2; Fig. 6A,
trabajo 1). Sin embargo, la activacion de las caspasas es independiente de la actividad
reductora de las células (Fig. 7, trabajo 1). Un resultado similar fue reportado por Hamara y
Sugimoto (1998), quienes observaron que la apoptosis inducida por bajo potasio en las
NGC, podia ser prevenida por diversos inhibidores de caspasas como el Z-asp-DCB, el
Boc-asp-FMK y el z-VAD-FMK, pero la actividad redox de la mitocondria no era inhibida
por estos compuestos. En este sentido, el ensayo de MTT, puede tener un valor limitado
para asegurar la eficiencia de estrategias de neuroproteccién (Lobner, 2000), ya que podria
darnos una informacién errénea si el agente apoptético actia una vez que ocurre la
disfuncion mitocondrial o en diferentes puntos de la muerte neuronal.

En este trabajo se demostré que el atrapador de radicales libres, PBN, puede evitar la
pérdida de los niveles de ATP y mantener la actividad redox de la mitocondria producida
por la presencia de 3-NP+PDC (Fig. 1C, y 2C, trabajo 1). Esto sugeria la generacién de un
estrés oxidativo en nuestro modelo que a su vez estaria involucrado en la muerte neuronal.
Como mencionamos anteriormente la activacion del receptor NMDA por el glutamato
endégeno estimula el consumo de oxigeno (tabla 1, trabajo 2), y este mecanismo
aparentemente previene la pérdida del potencial del A¥m. Sin embargo, la estimulacion de
la respiracion mitocondrial genera inevitablemente un incremento en la produccion de ROS
y por lo tanto una disminucién en los niveles de GSH (Fig. 3, 4; trabajo 2). Se tiene bien
establecido que la estimulacién del receptor NMDA produce el radical O,” (Lafén-Cazal et
al., 1993), el cual es eliminado de la célula por la SOD generando Hz0,. A su vez, el H,0,
puede ser eliminado por la catalasa 6 por el GSH (Schult et al., 2000). La estimulacién del

receptor NMDA por el glutamato acumulado podria estar estimulando la produccién O, y
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este transformarse a H,O; rapidamente lo cual explicaria por que no se detecté O, (tabla 2,
trabajo 2) en presencia de PDC. La produccién de ROS y la disminucion de GSH si se
evidenciaron en presencia de PDC asi como proteccién por catalasa y MK-801. El efecto
del PDC sobre el GSH ha sido observado en neuronas corticales y astrocitos. Sin embargo,
en estas preparaciones se propone que la disminucién de los niveles de GSH se debe a una
inhibicidn de su sintesis (al disminuir la captura de glutamato y cisteina) o a la induccién de
estrés oxidativo (Chen y Swanson, 2003; Himi et al., 2003; Re et al., 2003). En nuestro
caso la disminucién de los niveles de GSH se debe directamente a la estimulacién del
receptor NMDA lo que sugiere que esto es consecuencia de un proceso excitotéxico.
Recientemente se ha demostrado que el H,0, puede tener un efecto directo sobre la
mitocondria ya que inhibe a enzimas del ciclo de Krebs como la aconitasa y la a-
cetoglutarato deshidrogenasa, por lo que podria contribuir a la reduccién de los niveles de
ATP (Mailly et al., 1999; Tretter y Adam-Vizi, 2000, 2004; Starkov et al., 2004).
Finalmente, el H,O, puede producir muerte celular apoptética y necrética por la activacion
de la Poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) (Mailly et al, 1999; Cole y Pérez-Polo, 2002),
por lo que podria tener un papel fundamental en la muerte celular observada en este trabajo.
En la condicién de 3-NP+PDC se produce tanto O, como H,0, sugiriendo que la
disfuncién mitocondrial exacerba la produccién de ERO. En esta condicién el estado de
estrés oxidativo contribuiria a la muerte ya que ésta es prevenida por el PBN.

En la figura 2, se esquematizan los eventos que de acuerdo a esta tesis estdn involucrados
en la muerte neuronal excitotoxica, cuando existe una deficiencia en el metabolismo
mitocondrial.

En esta tesis se demostré que la administracion de sustratos energéticos como el

acetoacetato y el piruvato pueden revertir los efectos producidos por el 3-NP+PDC sobre
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los niveles de ATP, la actividad mitocondrial y la muerte celular (ver resultados trabajo 2).
En los ultimos afios se ha demostrado el efecto neuroprotector del piruvato en modelos de
inhibicién glicolitica (Massieu et al., 2000), y de inhibicién del metabolismo energético
mitocondrial (resultados en este trabajo y Massieu et al., 2001) asi como de isquemia
cerebral (Lee et al., 2001), y de toxicidad inducida por glutamato (Ruiz et al., 1998), por
NMDA en ausencia de glucosa (Maus et al., 1999), por zinc (Sheline et al., 2000) y por
cobre (Feng Wang y Cynader, 2001). El efecto protector del piruvato puede ser atribuido a
su papel como precursor de acetil-CoA y por lo tanto en la produccién de ATP, ya que la
presencia del inhibidor de su transporte, el acido 4-hidroxicinamato (4-CIN), revierte su
efecto (Fig. 3 y 4, trabajo 1). Resultados similares han sido reportados en células de
estriado expuestas a un estimulo téxico d¢ NMDA en ausencia de glucosa, en donde el
piruvato puede restablecer los niveles de ATP (Maus et al., 1999). En este sentido, Hassel
(2001), ha propuesto que en condiciones de estrés metabdlico el piruvato puede ser
carboxilado a través de la enzima malica estimulando la actividad el ciclo de Krebs y la
produccién de ATP. Adicionalmente, el mecanismo protector del piruvato puede estar
asociado al incremento de la velocidad de la respiraciéon mitocondrial y a la disminucién de
la concentracién de Ca®* intracelular (Villalba et al., 1994; Eimerl y Schramm, 1995; Maus
et al., 1999). A pesar de que el efecto del piruvato se debe a su papel de sustrato energético
(Fig. 3 y 4, trabajo 1), no se descarta la posibilidad de que en nuestras condiciones el efecto
protector del piruvato se deba a su accion antioxidante. El piruvato puede reaccionar con el
H,0, para que por medio de una descarboxilacién oxidativa genere acetato, bidoxido de
carbono y agua evitando el estrés oxidativo (Desagher et al., 1997).

Los cuerpos cetdnicos como el acetoacetato pueden reemplazar a la glucosa como la

principal fuente de energia cuando hay una alteracién del metabolismo energético, como €s
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el caso de la isquemia y la hipoglicemia introduciéndose directamente al ciclo de Krebs a
través de su formacion a Acetil-CoA para producir ATP (Nehlig y Pereira de Vasconcelos,
1993). El efecto protector de los cuerpos ceténicos se ha demostrado en modelos in vitro de
la enfermedad de Parkinson y de la enfermedad de Alzheimer (Kashiwaya et al., 2000) y en
modelos in vivo ante el dafio excitotoxico observado durante una inhibicidn glicolitica
(Massieu et al., 2003). Sin embargo, el efecto protector de acetoacetato se puede deber a
otros mecanismos adicionales como son: 1) que aumente la concentracidn local de piruvato
al inhibir la piruvato deshidrogenasa por el exceso de acetil-CoA, y por lo tanto favorezca
la sintesis del acido kinurénico, un antagonista endégeno del receptor NMDA (Hodgkins y
Schwarcz, 1998) y 2) que el exceso de acetil-CoA no solo estimule el ciclo de Krebs y por
lo tanto la sintesis de ATP, sino que también favorezca la sintesis de GABA, el cual es un
neurotransmisor inhibidor que podria evitar el dafio excitotéxico (Daikhin y Yudkoff, 1998;
‘Veech et al., 2001). Recientemente algunos autores sugieren que el efecto protector de los
cuerpos cetonicos esta relacionado con la oxidacion de la co-enzima Q y con la reduccion
de NAD" disminuyendo el dafio por estrés oxidativo o restableciendo los niveles de NADH
(Veech et al., 2001; Almeida y Bolafios, 2001). En este trabajo sugerimos que el
acetoacetato al igual que el piruvato, ejercen su efecto protector a través de su papel como
sustratos energéticos ya que la presencia del 4-CIN previene su efecto.

De todos los farmacos probados en esta tesis, el MK-801 es el compuesto que presenta
mayor eficiencia para mantener los niveles de ATP, la actividad mitocondrial y evitar la
muerte neuronal (Fig. 1C, 2C, 5 y 6 trabajo 1), ademas de evitar la despolarizacion del
A¥m vy el estrés oxidativo inducido por el PDC (Fig. 3 y 4, trabajo 2). El MK-801 podriz
evitar la entrada especifica de Ca>" a través del receptor NMDA (Sattler et al., 1998; Peng y

Greenamyre, 1998), evitando el colapso del A¥m (Isaev et al., 1996; Shinder et al., 1996;
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Vergun et al., 1999) y la activacién de las vias excitotoxicas involucradas en la muerte

neuronal. Dados los efectos secundarios de este compuesto como la hipertension, la

sedicion, la ataxia y las alucinaciones en los pacientes, otras alternativas terapéuticas son

necesarias. Los resultados de este trabajo sugieren que sustratos energéticos como el

piruvato y el acetoacetato, y antioxidantes podrian tener potencial terapéutico.

VII. CONCLUSIONES

D

2)

3)

4)

Las NGC pueden tolerar el incremento de la concentraciéon extracelular de
glutamato inducido por la inhibicién de sus transportadores con PDC. Sin embargo,
este neurotransmisor puede ser toxico cuando las células presentan una alteracion
del metabolismo por la presencia de la toxina mitocondral, el 3-NP.

El PDC y el 3-NP activan dos mecanismos independientes que conllevan a la
muerte celular (Fig. 2). Por un lado el PDC produce una pequefia despolarizaciéon
rapida pero permanente en las NGC. La despolarizacion se mantiene por que las
neuronas incrementan el consumo de oxigeno, posiblemente como un mecanismo
que evite el colapso del A¥m. Sin embargo, este efecto estimula inevitablemente el
estrés oxidativo. Por otro lado, el 3-NP produce una despolarizacién progresiva la
cual coincide con la pérdida de los niveles de NADH.

El estrés oxidativo, la despolarizacién mitocondrial y la inhibicién metabdlica
ocasionada por el tratamiento individual con PDC y 3-NP, no producen muerte
neuronal.

La muerte neuronal solamente se expresa por la presencia de PDC+3-NP, y coincide

con la pérdida de ATP y de la actividad redox de la mitocondria.
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5) El dafio celular observado en nuestras condiciones experimentales presenta
caracteristicas fenotipicas de muerte necrética y apoptotica.

6) La administraciéon de sustratos energéticos como el piruvato y el acetoacetato
pueden servir como potenciales neuroprotectores contra el dafio isquémico.

7) Las NGC expuestas a PDC+3-NP pueden ser utilizadas como un modelo que

mimetiza la isquemia cerebral.
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Figura 2. Mecanismos involucrados en la muerte celular ocasionada por la inhibicién del transporte de
glutamato con PDC y la toxina mitocondrial 3-NP. El 3-NP produce una despolarizacion mitocondrial cuando
los niveles de NADH disminuyen. La inhibicién del transporte de glutamato incrementa la concentracion
extracelular de este aminodcido en el medio de cultivo. Esto provoca la estimulacion del receptor NMDA y la
despolarizaciéon mitocondrial. EI A¥m se mantiene por que las células incrementan el consumo de oxigeno lo
que provoca un estrés oxidativo. Este puede ser un mecanismo de defensa que sin embargo al ser obstruido
por una inhibicién mitocondrial da lugar a una disminuci6n en los niveles de ATP y la muerte celular.
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VIII. ANEXO 1

Garcia O, Massieu L. 2001. “Strategies for neuroprotection against L-trans-2,4-
pyrrolidine dicarboxylate-induced neuronal damage during energy impairment in vitro” J.
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Strategies for Neuroprotection Against L-
Trans-2,4-Pyrrolidine Dicarboxylate-Induced
Neuronal Damage During Energy

Impairment In Vitro

» re N *
Octavio Garcia and Lourdes Massieu

Deparamento de Neurocienciss, [nstituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México.,

México D.F.. México

Increased levels of extracellular excitatory amino acids and
failure of energy metabotism are two conditions associated
with brain ischemia. In the present study we have combined
the simultaneous inhibition of glutamate uptake and mito-
chondrial electron transport chain to simulate neuronal
damage associated with brain ischemia. Results show that
cerebellar granule neurons are not vuinerable to transient
glutamate uptake inhibition by L-trans-pyrmrolidine-2,4-
dicarboxylate (POC) despite the increase in the extracellular
concentration of glutamate, unless they are simultaneously
exposed to the mitochondrial toxins 3-nitropropionic acid
(8-NP) or sodium azide. Cell damage was assessed by
light microscopy observation, by reduction of 3-+4.5-
dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),
and by the fluorescent markers for live and dead cells,
calcein and ethidium homodimer, respectively. The protec-
tive effect of altemative energy substrates, such as pyru-
vate, acetoacetate, and B-hydroxybutyrate against PDC-
induced neuronal death during 3-NP exposure was studied
and compared to the effects of the antioxidant vitamin E,
the spin trapper a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN),
voltage-dependent calcium channel antagonists, and glu-
tamate receptor antagonists. Results show that neuronal
damage can be efficiently prevented in the presence of
pyruvate and the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
antagonist MK-801, whereas the non-NMDA receptor an-
tagonist NBQX, acetoacetate, vitamin E, and PBN showed
partial protection. In contrast, p-hydroxybutyrate and
voltage-dependent calcium channels blockers did not
show any protective effect at the concentrations tested. J.
Neurosci. Res. 64:418-428, 2001. © 2001 Witey-LIss, Inc.

Key words: energy substrates; glutamate uptake; 3-nitro-
propionic acid; cerebellar granule neurons

INTRODUCTION

[t is accepted that the high-energy brin demands
depend mainly on blood supply of external glucose and
that ATP production through glycolysis and oxidatve
phosphorylation is the major source of encrgy used by
brain (Erecinska and Silver, 1989, 1994). When glucose
requirements are not satisfied owing to severe hypoglyce-
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mia or brain ischemia, neuronal damage occurs probably as
a result of the combinadon of energy depletion and in-
creased levels of excitatory amino acids in the extracellular
space (Benveniste et al., 1984; Sandberg et al., 1986).

[n virro studies have shown that, during ATP-
limiting conditions such as glycolysis inhibition and mito-
chondrial dysfuncdon, changes in the intracellular concen-
trations of Na* and K™ occur, resuldng in cell membrane
depolarization and increased intracellular calcium levels
(Silver et al., 1997). Similar changes occur during in vivo
cerebral ischemia (Kristian and Siesjo. 1997), leading to
the release of excitatory amino acids either by exocytosis
or by reverse transport (Longuemare et al., 1999; Rossi et
al., 2000) as well as to the activation of N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptors through the relief of the
voltage-dependent Mg>* blockade (Zeevalk and Nicklas,
1992).

Recent evidence suggests that mitochondrial func-
tion is critical for glutamate-mediated neuronal deach.
Calcium dysreguladon associated with the collapse of the
mitochondrial membrane gradient and ATP depletion af-
ter prolonged exposure to excitotoxic concentrations of
glutamate will lead to irreversible neuronal death (Ankar-
crona et al., 1995; Budd and Nicholls, 1996: Schinder er
al.. 1996:; Sartler et al., 1998). In addidon, mitochondrial
dysfunction will enhance the production of reactive oxy-
gen species (ROS), which will also contribucte to neuronal
damage (Murphy et al., 1999). Substandal evidence indi-
cates that mitochondrial toxins induce neuronal damage
through an excitotoxic-mediated mechanism (Storey et
al,, 1992; Beal et al., 1993; Grenee et al., 1993; Brouillet
et al., 1994; Schulz ec al,, 1994) and potentate glutamate
neurotoxicity both in vivo and in vitro (Novelli et al,
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1988; Greene and Greenamyre, 1995; Cebers et al., 1998;
Greene et al., 1998; Sinchez-Carbente and Massicu,
1999). All these studies favor the hypothesis of a close and
complex interreladon berween mitochondrial energy me-
tbolism and glutamate excitotoxicity (Henneberry,
1989).

In the present study we show that cultured cerebellar
granule cells are not vulnerable to the toxic effects of wansient
glummate uptake inhibition by L-frans-pyrrolidine-2.4-
dicarboxylate (PDC) despite the increase in glutamare extra-
cellular Jevels. However, when cultured cells are simulea-
neously exposed t0 PDC and the mitochondral toxins
3-nitropropionic acid (3-NP) ot sodium azide, inhibitors of
complexes 1] and [V of the electron transport chain, respec-
tvely, substandal neuronal damage is observed. We have
previously reported similar in vivo results (Sinchez-Carbente
and Massieu, 1999).

Several in vimmo studies have shown the neuropro-
tecave potenaality of energy substrates altemarive to glu-
cose, such as pyruvate, lactate, and creadne, against neu-
ronal damage associated with hypoglycermia (Schurr er al,,
1988: lzumi et al., 1994, 1997), excitotoxicity (Ruiz et al.,
1998; Maus et al.,, 1999; Brewer and Walliman, 2000),
zinc neurotoxicity (Sheline et al., 2000), and oxidative
swess (Desagher et al., 1997). Similarly, in vivo experi-
ments have shown neuroprotective effects of creatine,
CoQ,q. and niconnamude against striatal lesions induced
by mitochondnal toxins (Schulz et al., 1996; Matthews et
al.. 1998) and excitotoxins (Malcon et al, 2000), and
pyruvate can protect against PDC-induced lesions in 2n in
vivo model of hypoglycemia (Massieu et al., 2000).

In the present study we have extended these obser-
vations to an in vitro model of acute neuronal damage that
combines two events associated with brain ischemia, glu-
tamate uptake inhibiton and mitochondrnial failure. The
neuroprotectve potendalicy of pyruvate and the ketone
bodies, acetoacetate and [3-hydroxyburyrate, was tested
and compared to that of vitamin E, the free radical scav-
enger a-phenyl-N-tent-butyl-nitrone (PBN), glutammate
receptor antagonists, and voltage-dependent calcium
channel blockers.

MATERJALS AND METHODS

Matenals

Fetal bovine serumn, soybean trypsin inhibicor, and
penicillin/streptomycin were purchased from Gibco (Grand s~
land, NY). PDC, DL-threo-B-hydroxyaspartate (THA), and
dihydrokainate (DHK) were obtained from Tocrs (Brstol,
United Kingdom). MK-801, NBQX, niwendipine, and nimo-
dipine were purchased from RBI (Nadck, MA), and all other
chemicals were from Sigma (St. Louis, MO). Calcein/ethidium
homodimer rcagenss (LIVE/DEAD kit) were purchased from
I‘\Aolecula: Probes (Eugene, OR).

Cell Cultures

Primary cultures of cerebellar granule neurons were pre-
pared from 7- or 8-day-old Wistar rats as described by Moran
and Patel (1989), with slight modifications. Bricfly, after dissec-
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don, seven cerebelli were chopped into 300 pm cubes, incu-
bated in 0.25% trypsin solution, and dispersed by trituraton in
a DNAase and soybean wypsin inhibicor containing soludon
(0.08% and 0.52%, respectvely). Cells were suspended in basal
Eagle’s medium supplernented with 10% fecal bovine serum,
2 mM L-glutamine, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomy-
cin, 50 pg/ml gentamicin, and 25 mM KCl and plated ar a
density of 260-290 X 10°/em? (1.5 X 10°% cells/ml/well) in
Costar 24-well plates (Cambndge, MA) precoated with poly-
L-lysine (5 pg/ml). Cells were cultured for 9 days in viro {DIV)
at 37°C in a humidified 3% CO,/95% air atmosphere. Glucose
(5 mM) and cytosine arabinoside (10 pM) were added to
culures 4 days after plating. Neuronal population m these
culrures was 93% as determined by immunocytochemistry using
antibodies against microtubule-associated protein (MAP)-2 and
glial fibnlary acidic protein (GFAP), neuronal and glial cells
markers, respecdvely (not shown). All animals were handled
according to the Rules for Research in Health Matters (Mexaco)
with approval of the local animal care commicce.

Drug Exposure

To test the differennal effects of glutamate uvpeake inhib-
itors on cell survival and extracellular amino acids levels, cere-
bellar neuronal cultures were exposed during 4 or 6 hr o
500 wM of either one of three inhibitors of glutamate uprake:
PDC. THA, and DHK. Before the experimenc. 0.5 ml of the
conditoned medium was removed, and inhibitors dissolved in
10 mM phosphate buffer were added o the remaining 0.5 ml
mediun. At the end of the incubation penod. the drug-
conuaining medivm was substicuted by the conditioned medium
futer-sterilized and maintained at 37°C, and culrures were kept
for addinonal 24 hr, when cell viabilicy was assessed. Control
cultures were identically treated with the exception that vehicle
solution (phosphate buffer) was added to the remaining 0.3 ml
medium instead of drugs. Because similar sesults were obtained
after 4 or 6 hr of incubadon with PDC and THA, only PDC
was vsed in the following sedes of experiments, and a 4 hr
incubation pedod was chosen.

The effect of PDC (500 wM during 4 hr) on cell survival
was tested in the presence of the mitochondnal coxin 3-NP
{500 p.M), and putadve neuroprotective drugs were added si-
multaneously (at concentration indicated in the figures), except
for pyruvate, which was also incubated during 24 hr in some
experiments. To corroborate that inhibidon of mitochondrial
metabolism was indeed the trigger of PDC toxicity. another
mitochondnial toxin was used. [n this case PDC was coincubated
during 4 hr with sodium azide (0.1, 0.3, and 0.5 mM), an
inhibitor of complex IV of the electron transport chain. In all the
experiments, cell viability was assessed 24 hr after the onset of
drug exposure. All of the neuroprotective agents tesced were
dissolved in 10 mM phosphace buffer, except for vitamin E,
which was diluted in ethanol (final concencration of ethancl in
the medivm 0.3%).

Pure culeures of cerebellar astrocytes were obtained (rom
the dissociated cell suspension plated at the same density in the
saame culaure medium in Costar 24-well plates without added
poly-L-Jysine as previously described (Velasco et al., 1995). All
experiments were performed in duplicate or temrapticate. Con-
wo) cultures were included in each experiment and were han-
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dled in paralicl. Cell morphology and general appearance of the
cultures were monitored before treatment. Inadequately pre-
served cultures were disearded.

Assessmenc of Cell Viability

Cell viability was evaluated 24 hr afier the onset of drug
exposuge by direct examinadon of cultures under an inverted
light microscope and by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenylcetrazobum bromide (MTT) reducdon assay, The
MTT assay is based on the findings that the mitochondrial
cnzymes are able to mansform MTT salt into formazan and thus
indicate the incegrity of mitochondral enzymes in viable neu-
tons (Mosmann, 1983; Berridge and Tan, 1993). Although it has
been reported that MTT reduction does not exclusively oceur in
nitochondnia, it is stll considered a measure of cell viability
because it is incorporated into cells by endocytosis, an ATP-
dependent processes charactenistc of living cells, owing to its
lack of permeability through plasma membrane (Liu et al.,
1997). [n bricE, 24 hr after the experiment, cell cultures were
incubated with MTT (150 pM) Quring 1 hr ar 37°C in 5%
CO,/95% O,-conuining atmosphere. The medium was aspi-
rated, and the precipitated formazan was solubilized wich 0.8 ml
sopropanol and quandfied spectrophotomemically ar a wave-
tength of 370 nm. Cell viabiliry is expressed as percentage MTT
reducuon relative to conerel cultures.

Cell survival was also monitored by the fluorescent mark-
ers calcein (C-AM: green-fluorescent vizble cells) and ethidium
homodimer (HE; red-Auorescent dead cells) according ta the
live/dead viabiliry assay kit (Molecular Probes). The assay was
performed according o the instructions of the supplier. For
these experiments, cells were grown on coverslips, and 24 hr
after the experiment they were washed twice in D-PBS for
5 min and exposed 1o C-AM (2 LM) and HE (4 M) in D-PBS
for an addidonal 5 min. They were washed in D-PBS and fixed
during 30 min in cold paraformaldebyde. Immediately after-
ward. they were observed under an epiflucrescent microscope,
and the number of bive and dead neurons was counted with the
aid of an image analyzer (INIH [mage 1.6 for Macintosh). The
number of dezd neurons is expressed as percentage of red-
fluorescent dead cells relative to the total (red- and green-
Buorescent) number of neurons counted in 10 differeat fields/
covenlip from three independent ¢xperiments. The approximate
number of cells present per field was 213,

Determination of Anino Acid Concentration

Amino acid concentratons present in the media were
measured by high-performance liquid chromatography (HPLC).
In bricf, at the end of the 1incubation with the drugs (4 or 6 hr),
an aliquot was taken from the medium, deproteinized, and
processed for amino acid analysis after denvatzagon with
o-phthaldialdehyde as previously described (Velasco et al.,
1996).

Succinic Dehydrogenase Assay

Succinate dehydrogenase (SDH) activity was determined
smmediately after and 24 hr after 30 mun of incubadon of cell
cultures in the presence of 3-NP (0.01, 0.1. and 0.5 mM) as
described by Olsen et al. (1999). SDH actvity was also deter-
mined in the presence of 3-NP (0.01, 0.1, and 0.5 mM) + PDC
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Fig. 1. Effects of 6 hr of incubation with PDC, THA, and DHX (500
M) on ccll viability and glueamate extracellular levels in culeured
cerebellar granule cells. Cell survival was monitored 24 hr afer the
cxperiment by the MTT assay. The absolute value of optical density in
control culturcs was 0.38 = 0.024 which was aken as 100% * 6.2% of
MTT reductdon. Optical densicy values for the different oreatments
were caleulated as percentage of control value. Glurmate levels were
decermined by HPLC in aliquots tken from the medium immediately
after the end of the incubation period, as described in Marerials and
Methods, Daca arc mean = SEM from four to scven independent
cxperiments. *P < 0.05 rclative to conerol values. No stadstical differ-
ence was found \n MTT reducdon benween control cultures and those
treated with glummate upuke inhibitors.

(500 pM). Enzyme acuvity is expressed as percentage SDH
activity reladve to control cultures.

Statistical Analysis

All dawa are expressed as means = SEM values. Suadsacal
analysis was carried out by one-way ANOVA, followed by a
Fisher’s least significant difference mulriple comparison test.

RESULTS

Neuronal Vulnerability to Glutamate Transport
Inhibition Is Enhanced During Impairment of
Energy Metabolism

Cerebellar granule cell cultures were exposed during
6 hr to PDC, THA, and DHK (500 pM), and 24 hr later
cell viabjlity was assessed by the MTT reduction assay.
None of the three inhibitors induced statistically signifi-
cant decreases in MTT reduction relatve to control cul-
tures, despite the increase in the exwacelular concentra-
ton of glutamate induced by PDC and THA (Fig. 1). In
control cultures, basal concentration of glutamate was
12.90 = 2.68 wM, and incubation with PDC and THA
(500 pM) significantly increased this concentration to
31.68 * 3.87 LM and 38.22 * 4.82 pM, respectively. in
contrast, incubaton with DHK did not alter basal gluta-
mate extracellular levels (Fig. 1). Because similar effects of
PDC and THA were found on both glutamate levels and
MTT reducton, only PDC was used for the rest of the
experiments. [n addicion, a 4 hr incubadon was chosen for
all the following experiments, because the changes in-
duced by PDC on both MTT reduction and glutamare
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TABLE I. Assessmnent of Cell Viability by the Calcein/Ethidium Homodimer Fluorescent Markers
and MTT Reduction!

Conrrol 3-NP + PDC +MK 801 + Pyruvare

Neuronal death (% dcad cells) 121215 47.16 = 2.0 20.14 £ (6™ 16.7 £ 2.6%~
MTT reducnon (% of

conerol) 100 H.16 £ 2.9* 88.79 = 4.9« 79.0 = | |**

'Granule ncuron cultures were incubated with 3-NP + PRC (500 WM, 4 hr) in the absence or presence of
MK-801 (10 M, 3 hr) and pyruvace (2 mM, 24 br); 24 hr after drug exposure, cell viability was assessed by MTT
reducdon and by the fluorescent markers ethidium homodimer (4 M) and caleein-AM (2 M) 25 described 1n
Macerials 2nd Mcthods. Cell death is expresesed as percennge of red-fAuorescent dead cells relative 1o dhe romal cells
present in cultuzes (red- and grecn-Ruoresncent) and as percentage of MTT reduction relative to control cultures.
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Similar resuls are obained by both methods. Values are mean ® SEM of four to six independent expenrents.

*P < 0.05 reladive 1o conao! values,
Y p < (.03 relaave to 3-NP + PDC.

exmracellular levels were very similar to those observed
after 6 hr (cf. Figs. 1 and 4 and Table IJ).

In contrast to transient treatments (4—6 hr), pro-
longed incubadon with PDC (S00 wM) during 24 hr
induced a significant decrease in MTT reduction to 64.7%
* 5.7% control (n = 5, P < 0.05, data not shown),
whereas PDC ac 100 wM had no effect on cell survival
when incubated during 24 hr (MTT reduction = 99.8%
* 9.34% control, n = 5).

To test the vulnerability of cerebellar granule cells ro
gluamate uptake inhibition during impairment of energy
metabolism, culture wells were simultaneously exposed to
PDC and the mitochondrial toxin 3-NP during 4 hr.
When cultures were exposed to 500 oM 3-NP dunng
4 hr, a significant 21.5% decrease in MTT reduction
capacity was observed after 24 hr. When 3-NP was simul-
taneously incubated with PDC (500 wM), neuronal dam-
age induced by 3-NP was cnhanced as evidenced by a
55.8% decrease in MTT reduction capacity reladve to
control cultures (see Fig. 4). Neuronal death induced by
coincubation with PDC + 3-NP was corroborated by the
calcein/echidium homodimer Buorescent method. [n con-
ol cultures 12.0% red-fluorescent dead neurons were
counted, whereas in cultures coincubated with 3-NP +
PDC (500 wM during 4 hr) this number increased to
47.0% (Table T).

Results similar to those observed with 3-NP were
obuined when PDC 500 .M was coincubated with dif-
ferent concentrations of sodiurn azide during 4 hr (see Fig.
3). At low concentradons (100 and 300 uM) sodium azide
had no effect on cell survival, whereas 500 M decreased
MTT reduction to 50%. Coincubation of PDC (500 uM)
and low concentrations of sodium azide (100 and 300 M)
clearly potentiated neuronal damage, whereas PDC did
not cause damage addidonal to that induced by 500 uM
sodivm azide (see Fig. 3). The addigon of MK-801 (10
M) abolished neuronal death induced by PDC + sodium
azide at all concentradons tested. Culeured cells were also
vulnerable to glutamate toxicity when added at 500 pM
during 45 min as evidenced by a decrease in MTT reduc-
pon to 55.7% * 7.2% of conrtrol value (n = 7, data not
shown). Exposure to 3-NP either alone (0.5, 1.0, and
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2.0 mM) or in combination with PDC (500 uM) during
4 hr had no effect on cell survival in pure astrocytic
cultures, as monitoted 24 hr after the expenment (data not
shown}.

Morphological Observations

Control culrured cells observed under the micro-
scope show dark and round somaca, with an intricate
neurite network (Fig. 2A). Neither 3-NP nor PDC (500
M. 4 hr) individual weaoments altercd che general mor-
phology of cell culrures (Fig. 2B.C). However, 24 hr after
caincubation with PDC + 3-NP, most of the cells looked
bright and small, and the neunte network had either
disappeared or become thinner and fragmented, with nu-
merous varicosities (Fig. 2D). These changes were very
similar to those induced by 4 hr of incubation with
PDC + sodium azide and those observed after 45 min of
exposure to 500 uM gluramate (not shown). In some
experiments pure astrocytic cultures were treated idenuo-
cally to granule neuron culwures. [o agreement with MTT
determinations, there were no evident morphological al-
terations in asmocytic cultures in the presence of 3-INP,
PDC, or 3-NP + PDC (not shown). This experiment
shows that cell death induced under our experimental
conditions is specific to neuronal cells.

Potentiation of PDC-Induced Neuronal Damage
by 3-NP Is Not Related to a Further Increase in
the Extracellular Levels of Excitatory Amino Acids

To elucidate whether potentiation of PDC-induced
neuronal damage by 3-NP was due to an addigonal ac-
cumulation of excitatory amino acids in the culture me-
dium, amino acid concentrations were determmined in the
medium after 4 hr incubation either with PDC alone or in
the presence of 3-NP. As is shown in Table [, 4 hr of
incubation with PDC caused substanoal elevation in the
extracellular concentrations of glutamate and aspartate;
however, in the presence of 3-INP no further increases in
the extracellular levels of these amino acids were observed.
No changes were observed in the extracellular levels of
glutamune, glycine, taurine, or alanine with any of the
trearments (Table II).
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Fig. 2. Phasc-contrast micrographs showing the effect of PDC
(300 uM). 3-NP (500 pM), and PDC + 3-NP on cell survival of
cerebellar granule cell culrures. Cell culeures were cxposed during 4 hr
to the dilferent treannents and obscrved 24 br later for morphological
vvaluadon. Culeures were well-preserved after 3-NP (B) or PDC (C)

SDH Activity

The effect of 3-NP on SDH activity was measured
immediately after or 24 hr after 30 min of incubation of
cell cultures with 3-NP at different concentrations. 3-NP
reduced the activity of SDH to 71.30% * 5.3%, 40.02% *
7.2%, and 13.87% * 3.8% of control values when deter-
mined immediately after a 30 min incubation period with
3-NP at 0.01. 0.1, and 0.5 mM, respectively (mean *
SEM, n = 4). Enzyme activity remained inhibited to the
same extent during the following 24 hr, except in the
precence of 0.01 mM 3-NP, which decreased further
enzyme activity afier 24 hr (53.46% = 6.07%, 30.28% =
4.25%. and 10.83% = 1.60%, respectvely, for 3-NP at
0.01, 0.1, and 0.5 mM, mean = SEM, n = 3). The
presence of PDC did not alter 3-NP inhibition of enzyme
activity when measured either immediately after (70.19%
* 7.09%, 43.44% £ 9.26%, and 10.93% * 0.82%, mecan
* SEM. n = 4) or 24 hr after 3-NP addition (49.60%
6.52%, 30.38% % 5.59%, and 9.89% * 1.81%, mean =
SEM, n = 3). Changes in SDH activity induced by 3-NP
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individnal treatments and showed a general morphology stnilar to that
of control cultures (A). In contrast. culeures simultancously exposed to
PDC + 3-NP were badly preserved. As can be obscrved, mose of the
neurons looked shruntken and bright, with chin and fragmented pro-
cesses (D). Scale har = 140 pm.

are very similar to those recently reported by Olsen et al.
(1999).

Protection of Neuronal Damage Induced by
J-NP + PDC

To evaluate the neuroprotective potennality of some
energy substrates altemative to glucose in our experimen-
1al model, pyruvate (2 mM), acetoacetate (5 mM), or
B-hydroxyburyrate (5 mM) was simultancously added to
3-NP + PDC and incubated during 4 hr. Necuronal
survival was assessed 24 hr Jater. As is shown in Figure 4.
pyruvate and acetoacetate improved neuronal survival in
the presence of 3-NP + PDC when present during the
4 hr incubation period. The protective effect of these
compounds was partial restoring MTT reducrion capacity
to 59.9% * 4.0% and 64.4% * 7.5% of control, respec-
nvely. However, notable protection was achicved when
pyruvate was present during the 4 hr incubation period
and the following 24 hr. Under this condidon, MTT reduic-
ton capacity was restored to 79.0% * 4.1% of control. Iy
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Fig. 2 Effeet of 4 br of coincubation with PDC (300 pM) + sodium
azide (0.1, 0.3, and 0.5 mM) on cell survival of cerchellar granule ¢clls
as monitored by the MTT asay 24 hr after the experiment. Low
concentradons of sodium azde induced no damage, bur it was poten-
nated in the presence of PHC. MK-801 (10 uM) prevented neuronal
damage tnduced by PDC + sodivm azide at all concentragons tested.
Diw are mean £ SEM from six independent experinients. *P < .05
relatve o wontreated conrrol cultures; **P < 1.03 relative to culures
treated with sodium azide, *** 2 < (.05 relutive to colouyes treated with
PDC =+ sochum azmde.

conrrast to pyruvare and acetoacetate, (3-hydroxyburyrate
did not show any protective cffect,

The effects on cell survival of energy substrates were
cornpared to those of the antioxidant vicamin E (250 M)
and the free radical scavenger PBN (500 pM), which
showed identical pardial protective effects, restoring MTT
reduction capaciry to 61.33% * 7.7% and 61.04% * 8.6%
of control, respectively. The NMDA receptor antagonist
MK-801 (10 pM) induced ahmost complete protection
(88.79% * 4.9% of conmol MTT rcduction), whereas the
non-NMDA antagonist NBQX (100 LM), showed only
parnal protective effects (37.39% £ 7.7% of control MTT
reduction). In contrast to these compounds, the calcium
channel blockers nitrendipine (2 wM) and nimodipine
(2 M) were nat neuraprotective at all. None of the drugs
tested increased MTT reduction i control cultures or in
culrures treated with 3-NP alone. except for pyruvate and
MK-801 (4 hr incubadon), which restored MTT reduc-
don capacity to 95.11% £ 7.1% and 93.41% * 3.5% of
control, respectively, when added simultaneously with
3-NP (Table 111).

The protecdve effect of MK-801 (4 hr incubaton)
and pyruvate (24 hr weatment) was corroborated by
coundng the percentage of red-fluorescent dead cells rel-
ative to the total of cells present in the culures (Table 1).
Morphological observations corroborated as well the neu-
roprotective effect of the different drugs tested. As can be
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seen in Figure 5 cultures were better preserved in the
presence of pyruvate (24 hr incubation), accroacetate,
vitamin E, or MK-801.

DISCUSSION

In a previous study we have shown that glutamate
uptake inhibition leads 10 neuronal death in coracal cul-
wured neurons, which is directly correlated to increases in
the extracellular levels of glutamate from 8.0 M to up (o
24 uM (Velasco et al., 1996). In the present study we
show that extracellular glutamate concentration increased
from 18.1 to 35.0 pM after 4 hr of exposure o PDC.
Insofar as PDC is a substrate inhibitor of glutamare trans-
porters (Bridges et al.. 1991), glutarnate elevation induced
by PDC might result rom carrier-mediated heteroex-
change as has been suggested for cortical culuures (Blitz-
blau et al., 1996; Velterra er al., 1996). Previous studies
have shown that low glutamate concentrations in the
range of 10-30 M are paruially toxic to cerebellar granule
cultures when exposed for short (15 min) periods in ionic
Mg“—&ee medium, a condition that favors the activation
of NMDA receptors, whereas larger concentrauons, up to
100-500 WM, incubated for 15 min or longer perods
dramatically reduce cell survival {(Manev et al.. 1991 Mi-
lani et al.. 1991). In the present study we show that
transient (4 hr) PDC-induced increases in glutamate con-
centrations up to 35 WM are not toxic to cerebellar granule
neurons. This is probably because PDC was not incubaced
in fonic medium buc was directly added to the cultuye
medium. Furthermore, prolonged exposure to PDC dur-
ing 24 hr under the same conditions did induce a 35%
decrease in MTT reducuon relative to control cultures.
Nonetheless, transient increases in glutamate extraccllular
levels are neurotoxic when mitochondrial metabolism is
compromised. These observations are in agreement with
previous in vivo studies (Massieu et al., 1995; Sanchez-
Carbente and Massieu, 1999).

According to our results, 3-NP rapidly and severcely
inhibited SDH acuvity. After 30 min of incubation with
500 pM 3-NP, SDH activity was reduced to close to
10.0% of control activity and had not recovered 24 hr after
toxin withdrawal. Despite this dramatic reducdon in SDH
activity, 3-NP caused only a 20% decrease in cell survival,
Similarly, sodium azde ar low concentrations did not
induce cell death. This resule suggests that granule neurons
can tolerate well mild mitochondnal failure and that elec-
tron transfer through the active mitochondrial complexes
as well as glycolytic activity can fulfill cell energy demands
at least for 24 hr. However, increases in excitatory amino
acids levels up to 35 pM were highly toxic to these
partally metabolically inhibited neurons. PDC toxiciry in
the presence of 3-INP might not be explained by a further
increase in excitatory amino acid concentrations, in that
3-NP did not increase glutamate or aspartate extracellular
levels either in the presence or in the absence of PDC.

In the present study we tested the protective effect of
different agenes against cell death of cerebellar granule
neurons under experimental condidons that may mimic
ischemia. Pyruvate and acetoacetate showed partial pro-
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TABLE {I. Extracellular Levels of Asmino Acids (uM) and Their Changes Induced by Exposure to 3-NP, PDC, and JNP + PDC in

Cerebellar Granule Neuron Cultures'

Gluaamiate

Aspartate Gluamme Glycine Taonne Alanine
Control 18.10 = 4.2 254 = 0710 648.0 = 79.1 147.9 = 6.3 3062 = 4.2 2180 = 183
3-NP 23.76 = 4.9 2.40 =2 né62 6031 = 75.2 1457 93 A8 =33 2007 =112
IP’DC 35.09 £ 9.y~ 4.80 = 1.0 3211 = 726 160,8 £ 12.0 3242 =3.9 2126 % 4.8
A-NP = PDC 2937 = 64 3.70 = 0.88 3266 =500 1409 = 67 9D =129 1841 = 100

tCerebellar neuron cultures were exposed during 4 hr to 3-NP (300 M), PDC (300 pM), and 3-NP + PRC. Amino acid fevels were detennined by
HYLC as desenbed in Materials and Mcthods. Data are expressed as mean = SEM of six independent experiments.

YP < 0.05 reladive o control valnes.

e ey it R TABLE IMl. Effects of 3-NP on Cell Survival and Protection by
100 : i —— Different Compounds in Cerebellar Granule Cell Culeures'
= . v Condition MTT reduction (™ of vonteol)
g N o 3-NP (300 kM) 785 % 16
o Y -~ + Pyruvate (2 mM) 93.11 £ 7.1*x
; 60 + Acctoaceuate (5 M) 72.0 100
z . + B-Hydroxybutyrate (3 mM) 70.72 £ 8.7
2w + Viamin E (230 wM) 85.12 = 8.1
Q + PBN (500 pM) 85.61 = 4.0
& + MK80I (10 M) 9341 & 357>
E 2 + NBQX (100 M) 7823 % 6.2
= TCultured cells were exposed during 4 hr to 3-NP i the absence or
o - presence of several drugs uscd as putative neuroproteciants Xt concentrations
; g ';‘ g“i: it g it lg i i; 5‘ be indicated in parentheses. Cell survival was evaluated by MTT reduction
5 Y - il ¢! ZZ i 20 tT ¥a i: 24 hr after drug exposure as described in Matenal and Methods, Data are
Py o mean = SEM for six to nine independent experiments for neureprotectants;
! n = 27 for 3-NP alonc.
3-NP4PDC *P < 0.05 relative to control values with no treatmenc.

fig. 4. Protccdve effects of the differcnt compounds tested against
ncuronal damage induced by 4 hr of exposure to PDC (500 pM) +
3-NP (300 M), as cvaluated 24 br later by the MTT reducdon asay.
All compounds were present during the 4 hr incubation period. except
for pyruvate, which was also incubated duving 24 hr. Note the pro-
tective effect of MK-801 and pyruvate. Dacta are mean = SEM; n =
6~8 tor neuroprotcctive agents; n = 3(1 for 3-NP + PDC; n = 27 lor
3-NP alonc; and » = 20 for PDC alone. *P < 0.05 relacive to control
nontrcated cubures; #P < 0.05 reladve o cultures exposed o 3-NP
alonce; and ** P2 < 0.05 relanve to 3-NP + PDC.

tection when incubated during 4 hr with 3-NP and PDC.
The protectve cffect of these compounds may be related to
their capacity to restore the energy deficit induced by 3-NP
by actng as substrates of the mcarboxylic acid cycle through
their conversion to acetyl-CoA. This hypothesis is consistent
with the observaton that pyruvate can prevent the decrease
in MTT reducdon induced by 3-NP (Table 11)). In conorast,
acetoacetate and B-hydroxybutyrate did not restore mito-
chondral acdvity in the presence of 3-NP. However, ace-
toacetate did improve neuronal survival in the presence of
3-NP + PDC. These resuls may indicate that acetoacetate
might be used as a putative substrate of energy metabolism
during severe injury, whereas pyruvate can also be udlized
during mild encrgy depledon. No protectve effect of
B-hvdroxybutyrate was observed in the present study. As a
precursor of acetoacetate, B-hydroxybutyrate has to be me-
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**P < ().05 relative to 3-NP.

tabolized to acetoacetate before entering the TCA. There-
fore, higher concentrations or prolonged exposure 1o this
ketone body might be needed to achieve neuroprotecaon.
Consistently with this suggesuon, it was recently reported
that B-hydroxybutyrate can protect dopaminergic cultured
neurons against MPP™ neurotoxicity after chronic exposure
to a concentation of this ketone body higher than that used
in the present study (Kashiwaya et al., 2000).

Substantial evidence supports the protecove role of
pyruvate in different experimental paradigms. Pyruvate
can preserve synapdc function and morphological cell
incegriry of bippocampal slices in the absence of glucose
and during glycolysis mhibition (Izumi et al., 1997) and
protects againse gluramate (Ruiz er al,, 1998) and NMDA
neurotoxicity in the absence of glucose, by a mechanisin
probably involving ATP production, increased mitochon-
drial respiration rate, and decreased free cytosolic calcium
concentration (Villalba et al., 1994; Eimerl and Schramm
1995: Maus et al., 1999). Addirionally, pyruvate protective
effects might derive from its nonenzymauc H,O, scav-
enging capacity (Desagher et al.. 1997). The improved pro-
tective efficacy of pyruvate when incubated during 24 hr imay
be related to this effect. Alternatvely, it has recendy been
shown that pyruvarte significantly increascs the fonmation of
kynurenic acid, an endogenous antagonist of NMDA recep-
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Fig. 5. Protective effects of some of the ditfferent compounds tested against neuronal damage induced
by 4 hr ol exposure to PDC (500 LM) + 3-NP (500 M) evaluated morphologically 24 hr after the
experiment. A: Control nontreated cultures. B: Cultures treated with PDC + 3-NP. C-F: Culwuires

treated with acetoaccrate (C), pyruvace (D). virmin E (El, and MK-801 (F). Scalc bar

tors (Hodgkins and Schwarcz, 1998a). A similar effect has
been found for the ketone bodies acetoacetate and
B-hydroxybutyrate (Hodgkins and Schwarez, 1998b). In ad-
didon. acetoacetate and (3-hydroxyburyrate can also increase
brain y-aminoburtyric acid (GABA) levels after intraperito-
neal injecaon (Daikbin and Yudkof, 1998).
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Notable protection was observed in the presence of
the NMDA receptor antagonist MK-801. This result fa-
vors the proposed secondary excitotoxic hyporthesis, sug-
gesting that energy-limiting conditions owing to parnal
nutochondrial impaimment or glycolysis inhibition lcad 1o
excitotoxically mediated neuronal death. According to this
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hypothesis, Mg** ions that block the NMDA receptor
channel during resting conditions may be extruded during
impaired energy production owing to depolarization re-
suldng from the loss ,Of membrane ionic gradients as a
consequence of Na /K* ATPase inacdvadon. This
would lead to Ca?* influx and excitotoxicity even in the
absence of substandal release of excitatory amino acids
(Novelli et al., 1988; Zeevalk and Nicklas, 1990, 1992).
This hypothesis is supported by the observaton that MK-
801 restored micochondrial MTT reduction capacity afer
exposure of cultured neurons to 3-NP alone, a condition
that did not enhance the extracellular levels of excitatory
amino acids.

NBQX. a non-NMDA antagonist, showed partial
protective effects againsc 3-NP + PDC-induced neuronal
death and had no effect on 3-NP toxicity. This result is
interesting in that it suggests the participadon of AMPA
receptors in ischemic neuronal death. Previous expen-
ments have shown that cultured cerebellar granule neu-
rons are not sensitive to AMPA neurotoxcity unless
AMPA receptors desensidzaton is blocked by cyclothia-
zide (Hack and Balizs, 1995; Cebers et al., 1997). Inter-
estingly, it has been recencly found chat AMPA neurotox-
icity s highly potentiated during ATP-limiding conditions
induced by sodium cyanide in cerebellar granule neurons
by a Ca*™-mediated mechanism, suggesting thac regula-
ton of AMPA receptor desensitizadon might be influ-
enced by the energy state of the cell (Cebers et al., 1998).
Alcernauvely, the NBQX protecdve effect might reflect
the contmibution of kainate receptors to PDC-mediated
neurotoxicity: at the concentration used in this study
(100 pM), it can also block kainate receptors (Sheardown
et al., 1990). In conrrast, antagonists of the voltage-
sensitive calcium channels did not protect at all against
neuronal damage induced under our experimental condi-
tions. This result suggests that Ca** influx through chese
channels might not be involved in excitotoxdc calcium
entry in our model.

Numerous studies favor the role of free radicals or
oxidative swess in glutamate-induced neuronal death
(Lafon-Cazal et al., 1993; Dugan et al., 1995; Gunasekar et
al,, 1995), and it was recently reported that mitochondrial
toxins such as 3-NP and malonate increase reactive oxy-
gen species both in vitro and in vivo (Kim et al., 2000;
Zcevalk ec al., 2000). Therefore, important jncreases in
reactive oxygen species might be predicted in the presence
of 3-NP + PDC. Results suggest that this is indeed the
case; viamin E and PBN partially protected neurons
against the toxic effects of 3-NP + PDC coincubation.
Interestingly, neither vitamin E nor PBN prevented de-
creases in MTT reduction induced by exposure to 3-INP
alone probably, indicating that these compounds may be
more efficient during severe rather than mild oxidatdve
stress. These results are in accordance with previous studies
showing the protecuve potentiality of PBN and the related
spin trapper S-PBN against cell death induced by mito-
chondnal toxins both in vitro and in vivo (Schulz et al,,
1996; Olsen et al., 1999).
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In the present report we show the relevance of the
use of energy substrates such as pyruvate and acetoacetate
as ncuroprotective agents in a model that may mimic
ischemic damage. Experiments are now in progress to
clarify the cellular events leading to neurotoxicity in this
model and to help in understanding the protective mech-
anistnis of the compounds tested.
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