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SN sistema nervioso

Abreviaturas

AMPA o-amino-3-hydroxy-5-metilliloxazol-4-propionico

ATP Adenosin trifosfato

CCSV canales de calcio sensibles a voltaje

DAG diacil glicerol

DIV dias in vitro

DMEM medio Dulbecco modificado del medio Eagle, Dulbecco’s Modified Eagle's Médium
EGG electroencefalograma

H,0; peréxido de hidrégeno

HPLC High Performance Liquid Chromatography

iGluRs receptores glutamatérgicos ionotrdpicos

IP3 inositol trifosfato

mGluRs receptores glutamatérgicos metabotrépicos

MK-801 (+)-5-metil-10,11- dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imine maleato)

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide

NADP nicotinamida adenin dinucleétido fosfato

NADPH nicotinamida adenin dinucléotido fosfato reducido

NAD+ nicotinamida adenin dinucledtido

NADH nicotinamida adenin dinucledtido reducido

NaF fluoruro de sodio

~ NB medio neurobasal

- NBQX 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[f]quinoxalina-2,3-diona

- NMDA N-metil-D-aspartato

- NMDAR Receptores NMDA

NO ¢6xido nitrico

- NOS 6xido nitrico sintasa

0, oxigeno molecular diatomico

0," ani6én superdxido 1
OH’ radical hidroxil i
ONOO" Peroxinitrito , '
ERN especies reactivas de nitrégeno 1
- ERO especies reactivas de oxigeno
SNC sistema nervioso central

- SNP sistema nervioso periférico

- SOD superoxido dismutasa




Introduccion
Generalidades del Sistema Nervioso

El sistema nervioso (SN) se encuentra distribuido en todo el organismo y se divide a su vez en
sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP). El SNP estd constituido por ganglios y
nervios periféricos que lo conectan con el SNC.

El SNC esta formado por el cerebro y la médula espinal, el primero rodeado por el craneo, que lo
aisla del medio exterior y por debajo del cual se localiza una capa de células denominadas
meninges que ademas de proteger al cerebro producen el fluido cerebrospinal. Debajo de las
meninges se localiza un conjunto de células endoteliales que revisten los vasos sanguineos
unidas unas con otras formando lo que se denomina barrera hematoencefilica. Esta evita el paso

de toxinas u otros metabolitos presentes en la sangre.

Tipos celulares: neuronas y células gliales

La estructura celular del SN estd constituida por dos tipos principales de células: neuronas y
células gliales. Las neuronas son las unidades de comunicacion del SN que poseen la misma
estructura bésica pero varian en forma y tamafio. Estan conformadas por el soma o cuerpo celular
y las neuritas: el axon y las dendritas.

Las células gliales son un conjunto de células cuya funciéon es de soporte, tanto estructural como
metabolico, contribuyendo al crecimiento y funcionamiento Optimo de las neuronas. Existen
cuatro tipos principales de células gliales: astrocitos, microglia, oligodendrocitos y células de

Schwann, las tres primeras se ubican en el SNC, en tanto que las ultimas se localizan en el SNP.

Transmision sindptica

La transmision sinaptica es el proceso por medio del cual una sefial pasa de una neurona a una
célula blanco modificando su actividad. Sinapsis es el término acufiado por Charles Sherrington a
finales del siglo XIX, que define al lugar especifico en donde ocurre la transmision sinéptica bien
sea interneuronal o neuromuscular.

La comunicacion entre las neuronas se basa en el flujo de iones al interior y exterior de la célula.
La distribucion selectiva de iones a través de la membrana genera diferencias en la distribucion
de cargas eléctricas. Esta distribucion inequitativa de cargas da lugar a una diferencia de

potencial denominada potencial de membrana. Cuando el potencial de membrana permanece sin



cambios se le conoce como potencial de reposo y cuando existe un cambio subito de potencial
debido a un cambio en la permeabilidad i6nica de la membrana se produce un potencial de
accion.

En condiciones de “inactividad”, las neuronas tienen un potencial de reposo negativo debido a la
permeabilidad selectiva de la membrana al potasio (K'). La diferencia de concentraciéon se
mantiene por la presencia de cargas negativas en el interior celular y por la accion de la ATPasa
Na'/K" que bombea continuamente iones sodio (Na") al exterior y iones K" al interior celular. Un
potencial de accidon es un cambio subito, del todo o nada en el potencial de membrana, que se
extiende a lo largo de toda la membrana neuronal y que se origina por un estimulo
despolarizante que supera un umbral. Cuando se genera una despolarizacion en la membrana
debido a un potencial de accién ésta induce la apertura de canales de Na" sensibles a voltaje. El
influjo precipitado de sodio despolariza la membrana. Al mismo tiempo pero mas lentamente, los
canales de potasio sensibles al voltaje se abren, lo cual permite que el potasio salga. Esto, aunado
a la inactivacion de los canales de sodio, permite la repolarizacion de la membrana.

Tanto el potencial de acciéon como el potencial de reposo pueden explicarse por los cambios
dependientes del tiempo y del voltaje en las permeabilidades de la membrana neuronal al sodio y

al potasio.

Sinapsis Quimica y Eléctrica

Existen dos tipos de sinapsis: quimica y eléctrica. En la sinapsis eléctrica la comunicacion se
lleva a cabo a través del flujo de la corriente eléctrica directamente desde una neurona hacia la
otra, asegurando una rapida y exacta transmision de la sefal. En la sindpsis quimica en cambio, la
comunicacion se lleva a cabo por medio de intermediarios denominados neurotransmisores, que
son biomoléculas de distintos tipos que se sintetizan en la neurona presinaptica y se liberan por
exocitosis, por la fusion de vesiculas que contienen al neurotransmisor con la membrana
plasmatica en la terminal presinaptica. La exocitosis es un proceso dependiente de la entrada de
calcio subsecuente a la despolarizacion de la membrana. Una vez que son liberados, los
neurotransmisores se unen a receptores especificos que se encuentran en la neurona
postsindptica y son removidos del espacio sinaptico por transportadores o mecanismos

enzimaticos.



Los neurotransmisores a través de su interaccion con receptores especificos pueden producir el
influjo de iones al interior celular. Estos pueden ser excitadores o inhibidores dependiendo de la
carga del i6n al que sean permeables sus receptores. En general los neurotransmisores

excitadores dan lugar al influjo de Na" y los inhibidores al de cloro (CI).

Transmision glutamatérgica

La transmision sindptica mediada por el glutamato se denomina transmision glutamatérgica. El
aminodcido glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC de los
mamiferos. Es mediador de la informacion sensorial, la potenciacion a largo plazo, la
coordinaciéon motora, las emociones, procesos cognitivos como la formacion de la memoria y la
plasticidad, entre otros.

Un gran numero de neuronas en el SNC utilizan al glutamato como neurotransmisor.
Aproximadamente el 80-90% de la sinapsis excitadoras son glutamatérgicas (1). Una cantidad
importante de energia es utilizada para repolarizar la membrana de las células que son
despolarizadas por la activacion de los receptores a glutamato, y gran parte del oxigeno y la
glucosa consumidos en el cerebro es utilizada para mantener la actividad glutamatérgica.

Ademas de su papel como neurotransmisor el glutamato es precursor de la sintesis del acido y-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor, y de la glutamina en las células
gliales. Ademas, forma parte de proteinas y de péptidos como el glutation, que es parte de las
defensas antioxidantes del cerebro.

El glutamato se sintetiza como parte del metabolismo de la glucosa y aminoacidos a través de la
glucolisis y del ciclo de Krebs a partir del a-cetoglutarato por medio de una reaccion de
transaminacion. El esqueleto de carbon que forma al glutamato proviene de la glucosa sanguinea
en tanto que el grupo amino proviene de los aminoacidos que son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica.

Una vez sintetizado, el glutamato se almacena en vesiculas localizadas en la terminal
presindptica. Ante un estimulo despolarizante, la entrada de calcio a través de los canales de
calcio sensibles a voltaje (CCSV) favorece el anclaje y fusion de las proteinas vesiculares con la
membrana plasmatica presinaptica, lo cual permite la liberacion del glutamato al espacio
sinaptico. En el espacio sinaptico, el glutamato activa a sus receptores localizados en la

membrana de la postsinapsis.



Receptores al glutamato

De manera general los receptores a glutamato se dividen en receptores ionotropicos (iGluRs),
que son canales i6nicos cuya estructura permite la entrada a ciertos iones al citoplasma, y
receptores metabotropicos (mGluRs) que estan asociados a proteinas G, cuya funcion es
desencadenar vias de transduccion de segundos mensajeros (Figura 1).

Los receptores de tipo ionotropico a su vez se dividen en dos: los de tipo NMDA (NMDAR),
denominados de este modo porque su agonista exogeno es el N-metil-D-aspartato; y los no-
NMDA, dentro de los que se encuentran los receptores de tipo AMPA (o-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxasol propionato) y los receptores de tipo kainato. Estos receptores se denominan
como no-NMDA porque comparten ciertas caracteristicas que los hacen muy diferentes a los

NMDA.

Receptores NMDA

El receptor NMDA es un tetramero transmembranal que forma un poro permeable a N', K' y
principalmente Ca>". Responde mas tardiamente al glutamato que los receptores no-NMDA ante
un estimulo de glutamato y contribuye con el componente lento de la corriente. Este receptor
presenta varios sitios moduladores ademas del sitio de unién al glutamato: 1) el sitio de union a
la glicina (coagonista), que es necesario para la activacion del canal; 2) el sitio de unién al Mg*™
cuya remocion dependiente del voltaje es necesaria para la apertura del canal, lo cual permite la
entrada de iones, incluyendo calcio, y es el sitio al que se une el antagonista no competitivo
maleato de dizocilpina (MK-801); 3) el sitio de union al zinc; 4) el sitio de union a poliaminas,
compuestos enddgenos que incrementan o inhiben la actividad del receptor; 5) el sitio de union al
glutation; y 6) un sitio de union a protones que hace la actividad del receptor sensible al pH.

Los NMDAR funcionan como heterotetrameros. A la fecha se han identificado 7 subunidades
codificadas por diferentes genes: una NRI, cuatro NR2 (A-D) y 2 NR3 (A y B). Los
heterotetrameros estan compuestos por dos subunidades NR1 de uniéon a glicina y dos
subunidades NR2 de union al glutamato.

La subunidad NR2 le confiere al canal algunas propiedades biofisicas y farmacolégicas,
incluyendo la sensibilidad al zinc, al pH y a las poliaminas, la cinética de desactivacion, la

conductancia del canal y su interaccion con moléculas sefializadoras intracelulares.



Receptores no-NMDA

Los receptores AMPA y kainato se agrupan como receptores no-NMDA para diferenciarlos de
los NMDA, sin embargo poseen caracteristicas farmacoldgicas distintas entre si.

Los receptores AMPA son responsables de la neurotransmision excitadora rapida que antecede la
activacion del receptor NMDA. La entrada de Na™ a través de este receptor despolariza la
neurona y permite la extrusion del ion Mg”" que bloquea el poro del canal de los NMDAR.

Los receptores AMPA funcionan como tetrdmeros formados por cuatro subunidades (GluR1-
GluR4). La subunidad que determina la permeabilidad del receptor al calcio es la GluR2. A nivel
molecular esto estd determinado por la presencia de un residuo de arginina en el asa
transmembranal del dominio M2 que forma el poro del canal. En las subunidades GIluR1, 3 y 4
este sitio esta ocupado por una glutamina. Los receptores que no contienen la subunidad GluR2
son permeables al Ca’’, mientras que los que la contienen son impermeables a este cation. Las
subunidades GluR2 y GluR4 tienen ademdas variantes en el extremo C-terminal, que son
diferentes en longitud y determinan la interaccion con proteinas intracelulares.

Los receptores de tipo kainato estan formados por 4 subunidades de una familia de cinco
miembros GlurR5-7 y KA-1 y KA2, formando heterémeros u homoémeros combinando las
diferentes subunidades. Los homodimeros que combinan las subunidades KA-1 y KA2 no
forman receptores funcionales, pero unen con gran afinidad al kainato y sus agonistas. Las
subunidades GIuRS, 6 y 7 en cambio, forman receptores funcionales de composicion
homomérica 6 heterodimérica. También pueden formarse receptores heterodiméricos
combinando las subunidades GluR y KA. La mayoria de estos receptores son sensibles tanto a
AMPA como a kainico dependiendo de la combinacion de subunidades.

Receptores Metabotropicos

Los mGluRs son una familia de receptores acoplados a proteinas G que modulan la transmision
sinaptica lenta a través de segundos mensajeros intracelulares. A la fecha se han identificado
ocho miembros de esta familia: mGluR 1-8, agrupados en tres grupos de acuerdo a la homologia
en su secuencia, segundo mensajero que producen y farmacologia. Estos receptores son
proteinas formadas por 1199 aminoacidos, con siete dominios transmembranales, los mGluRs
funcionales consisten en homodimeros que se estabilizan por uniones disulfuro e interacciones

hidrofobicas e hidrofilicas en sus largos extremos amino y carboxilo terminal.



El grupo I de receptores estimula a la fosfolipasa C (PLC) induciendo la formacion de los
segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG), que activa a la proteina cinasa C la cual fosforila
otras proteinas, y el inositol trifosfato (IP3) que libera calcio de pozas intracelulares. La
activacion de los grupos I1 y III resulta en la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC), que inhibe la
sintesis de cAMP. Los receptores metabotropicos generalmente tienen un papel regulador de la
excitabilidad neuronal.

El grupo I se localiza principalmente en la region postsindptica somato-dendritica, mientras que
los grupos II y III se expresan primordialmente en la region presinaptica, en las terminales

axonales donde regulan la liberacioén del neurotransmisor.

Receptares a glutamate

Tonotropicos Metabotropicos
1GuRs mGluRs
NKMDA no-NMDA GrupeI GrupeII  Grupo I
AMPA Kanato mGluRl mGhiR2  mGluR4
NE1 GluRl GluRS mGES mGluR3  mGluRs
NE2A GuR2  GluRo mGluR7
NEJB GluR3  GluR7 l mGhuRs

NR2C  GlR4 KA ,

NE2D ga2  ELC

NR3 l

L 1 LAC

Ca Na® Na'
Na (Ca®h (Ca®h)

Figura 1. Esquema de los iGluRs y mGIuRs en el que se muestran las diferentes subunidades
que los conforman, la permeabilidad selectiva a diferentes iones en el caso de los iGIuRs y las
enzimas que activan (PLC) o inhiben (AC) en el caso de los metabotrépicos, que activan PLC
e inhiben, AC.

Transporte de glutamato

Después de haber sido liberado y de activar a sus receptores, el glutamato es removido del
espacio sinaptico por medio de transportadores. Los transportadores de los aminoécidos
excitadores remueven al glutamato liberado durante la transmision sinaptica para mantener los
niveles de glutamato (1-3 uM) por debajo de concentraciones que puedan se toxicas, como se
explicara mas adelante.

Se han caracterizado a la fecha cinco subtipos de transportadores dependientes de sodio: EAAT1-

5. GLAST-1 (EAATI), GLT-1(EAAT2), EAAC] (EAAT3), EAAT4 y EAATS. Estos



transportadores tienen propiedades de tipo canal. El influjo de glutamato esta acoplado con el
cotransporte de dos o tres iones Na" un proton y el cotransporte de un ion K.

El transportador GLT-1 se localiza tanto astrocitos como en neuronas y es el principal
transportador del cerebro anterior. El transportador GLAST se localiza principalmente en la
membrana plasmatica de astrocitos asociados con contactos sindpticos excitadores. Estd presente
abundantemente en la glia de Bergman en el cerebelo. El transportador EAACI1 se expresa en
todas las regiones del cerebro y se localiza en la region presinaptica de las terminales nerviosas
GABA¢érgicas, mientras que el transportador EAAT4 se expresa mayormente en las células de
Purkinje en el cerebelo, y el transportador EEATS se expresa se la retina (2).

El funcionamiento de los transportadores depende del gradiente electroquimico del sodio
generado por la ATPasa Na'/K". Estos toman del espacio extracelular una molécula de glutamato
junto con 2-3 iones Na" y un H' introduciéndolos al interior celular, mientras que extruyen un
ion K.

El glutamato capturado por las células gliales es convertido a glutamina mediante la enzima
citosolica glutamina sintetasa. Posteriormente la glutamina se libera al espacio extracelular y de
ahi es capturada por las neuronas, para ser convertida de nuevo en glutamato por medio de la
enzima glutaminasa. Este proceso conocido como el ciclo de la glutamina-glutamato ayuda a
reciclar el glutamato evitando su sintesis de novo e impide la disminucion de a-cetoglutarato

(Figura 2).



Terminal presinaptica

EAAT3/4 Neurona postsinaptica

Figura 2. Esquema general de la transmision glutamatérgica. El glutamato sintetizado en la
terminal presinaptica y posteriormente almacenado en vesiculas se libera gracias a la entrada
de calcio a través de los CCSV activados por la despolarizacion de la membrana. Esto permite
la fusion de las vesiculas con la membrana presindptica y la liberacion del transmisor. En el
espacio sinaptico, el glutamato activa a sus receptores iGluRs y mGIluRs localizados en la
membrana de la postsinapsis. Posteriormente es removido mediante transportadores
especificos. Una parte del glutamato capturado por los astrocitos es convertido a glutamina, la
cual se libera y posteriormente es captada por las neuronas que la convierten de nuevo a

glutamato.

Excitotoxicidad

La excitotoxicidad hace referencia a la relacion entre las propiedades excitadores y tdxicas del
glutamato y sus andlogos. La neurotoxicidad del glutamato se conoce desde hace mas de 40
anos. En 1954 Hayashi describi6 que el glutamato inyectado directamente en el cerebro del perro
era capaz de producir convulsiones (3). En 1957, Lucas y Newhouse encontraron que la
inyeccion sistémica intraperitoneal de glutamato en ratas inmaduras producia degeneracion en la
retina (4). D.R. Curtis y colaboradores en 1959, mediante microelectroforesis, técnica que
permite la aplicacion topica de farmacos y el monitoreo de la tasa de disparo de una neurona,
demostraron los efectos postsindpticos excitadores del glutamato. Ademas encontraron que el

glutamato y sus analogos cuando se superfundian en células de la médula espinal del gato



producian un aumento en su tasa de disparo (5). Afios mas tarde en 1969, J. W. Olney descubrio
que el glutamato inyectado en ratones inmaduros producia dafio en areas del cerebro en donde la
barrera hematoencefdlica no estaba del todo desarrollada (6). De ahi surge el término
excitotoxicidad, que hace referencia a la toxicidad del principal neurotransmisor excitador del
SNC bajo ciertas circunstancias.

Este mecanismo de dafio ha sido ampliamente estudiado durante los afios subsecuentes ya que se
ha encontrado una relacion entre la muerte neuronal excitotdxica y la neurodegeneracion en
padecimientos de tipo agudo como el trauma, la isquemia y la hipoglucemia, y progresivos como
algunas enfermedades neurodegenerativas, entre ellas las enfermedades de Huntington,
Alzheimer y Parkinson, la Esclerosis Lateral Amiotréfica, y la demencia asociada al SIDA.

En estudios pioneros Olney propuso que el mecanismo a través del cual el glutamato dafa a las
neuronas estaba relacionado con la excitacion prolongada de la neurona agotando sus reservas
energéticas. Sin embargo, los trabajos de Choi en 1987, mostraron que la entrada de calcio por
los NMDAR es el factor determinante de la muerte excitotoxica (7-9). La concentracion de calcio
en el medio intracelular es mucho menor (del orden nanomolar) que en el extracelular (1-2mM) y
estd finamente regulada ya que cuando aumenta activa proteasas, endonucleasas y fosfolipasas
entre otras enzimas produciendo dafio a organelos y membranas lo que induce muerte neuronal.
Ademas de la entrada de calcio por los NMDAR, el transporte de estos iones al citoplasma puede
ocurrir a través de los CCSV. La concentracion intracelular de calcio se mantiene baja gracias a
la accion de diversos sistemas intracelulares, entre ellos el intercambiador Na’/Ca®* cuya accion
depende del gradiente de sodio, y que remueve iones calcio del interior celular actuando
concertadamente con la ATPasa de Na'/K'. Los iones calcio también son removidos del
citoplasma por la accion de la ATPasa de Ca’" de la membrana plasmatica y almacenados en el
reticulo endoplasmico através de la ATPasa de Ca®" presente en este sistema. Estos también
pueden ser liberados de este organelo a través de la estimulacion de los receptores a IP3 después
de la activacion de la PLC por las proteinas G.

Cuando el estado energético neuronal es deficiente el glutamato causa dafio a las neuronas aun
concentraciones fisioldgicas, debido a la despolarizacion de la membrana ocasionada por la falta
de ATP. Esto conduce a la liberacién del ion Mg®" que normalmente esta bloqueando el poro del

canal del receptor NMDA de una manera dependiente del voltaje, y la activacion de este receptor



y a la subsecuente entrada de calcio. Este fendémeno se conoce como excitotoxicidad secundaria
(10).

El dafo excitotoxico esta correlacionado con el estrés oxidativo debido al incremento en la
concentracion de Ca®" intracelular (Figura 3). La mitocondria participa en la regulacion de la
concentracion intracelular de Ca®". Cuando ésta aumenta, es amortiguada por este organelo pero
al sobrecargarse de Ca”" cambia el potencial de membrana mitocondrial necesario para la sintesis
de ATP y aumenta la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

Por otro lado el calcio activa a la xantina deshidrogenasa que se convierte en xantina oxidasa,
con la consecuente produccion de anidon superdxido y peréxido de hidrégeno; también activa a la
fosfolipasa A2, lo que origina la produccién de acido araquidonico cuyo metabolismo genera
radicales libres, y a la 6xido nitrico sintasa que genera 6xido nitrico. El 6xido nitrico activa a la
guanilil ciclasa soluble incrementando la concentracion de GMP ciclico. Ademds se une a la
citocromo ¢ oxidasa reduciendo su afinidad por el O, lo cual afecta el flujo de electrones de la

mitocondria y la sintesis de ATP.

Estrés oxidativo

Los organismos aerobios utilizan al oxigeno como aceptor final de electrones para generar el
gradiente protdn motriz necesario para la sintesis de ATP, pero este mecanismo por si mismo
produce moléculas altamente reactivas denominadas especies reactivas las cuales se generan
también durante otras reacciones bioquimicas y funciones celulares, por lo que existen
mecanismos para contrarestarlos y evitar el dafio a biomoléculas, de tal forma que su formacion
se equilibra con su remocion. Cuando existe un desequilibrio entre la generacion y eliminacion
de estas especies, ya sea porque aumenta su produccion o porque los sistemas antioxidantes
disminuyen, se produce un estado denominado estrés oxidativo en el que las especies reactivas
producen dafio a lipidos, proteinas y al DNA.

El cerebro es un 6rgano particularmente susceptible al dafio oxidativo debido en parte a la alta
tasa de consumo de oxigeno necesario para mantener los altos requerimientos de ATP.

Otras de las causas de susceptibilidad del cerebro al dafio oxidativo son:

a) Las membranas neuronales tienen un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados que son
mas susceptibles de ser oxidados por sus dobles enlaces. La oxidacion lipidica o

lipoperoxidacion membranal genera metabolitos como el 4-hidroxinonenal, un aldehido que



es citotoxico porque puede unirse a proteinas y afectar su funcion como es el caso de los
transportadores de glutamato, proteinas del citoesqueleto y enzimas como la a-cetoglutarato
deshidrogenasa.

b) Las defensas antioxidantes son menos abundantes en comparacion con otros tejidos.

c) La presencia de hierro, que ademas de formar parte importante en las regiones cataliticas de
enzimas como los citocromos, aconitasas y ferritinas entre otras, en condiciones de dafio se
libera junto con el cobre y genera radicales libres a través de las reacciones de Fenton y de
Habber-Weiss.

d) La susceptibilidad al dafio oxidativo se incrementa con la edad debido a la acumulacion de
radicales como parte del metabolismo basal, y a que la efectividad de los mecanismos que se
encargan de reparar el dafio disminuye.

e) La auto oxidacion de varios neurotransmisores o sus precursores. La dopamina, la L-DOPA,
la serotonina y la norepinefrina reaccionan con el O; para formar anion superdxido O, (11).

Las especies reactivas reaccionan con los acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos
alterando su estado de oxidacion, de tal forma que modifican sus funciones fisiologicas. Por
ejemplo su interaccion con proteinas genera modificaciones en su sitio catalitico inhibiendo sus
funciones. La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados resulta en la pérdida de la integridad
de la membrana, lo que ocasiona un dafio severo para las células por la pérdida en la regulacion

16nica.

Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

El oxigeno es un elemento quimico con una configuracion 1s® 2s* 2p* que a temperatura y
presion constantes se encuentra como una molécula diatdmica de formula Os.

Los electrones se encuentran distribuidos en orbitales en los atomos, cada uno de los cuales
puede ocupar un méaximo de dos electrones con spins opuestos. Un radical libre se define como
cualquier especie que contiene uno o mas electrones desapareados, por lo cual son altamente
reactivos ya sea removiendo un electron de otro compuesto, oxidandolo, o donando uno de sus
electrones dando lugar a que el compuesto aceptor se vuelva mas reactivo. Los radicales libres
generalmente son moléculas de vida corta debido a su alta reactividad, de modo que la medicion
directa de estas moléculas es complicada, asi que las técnicas empleadas para su investigacion en

los sistemas biologicos se basan en la identificacion de indicadores de la presencia de estos



radicales como son bases, proteinas y lipidos oxidados, y compuestos capaces de emitir
fluorescencia al ser oxidados por diversas especies reactivas.

Especies reactivas de oxigeno (ERO) es el nombre con el que se designa a los radicales de
oxigeno y otras moléculas que no son radicales pero que son agentes oxidantes y/o faciles de ser
convertidos en radicales. También existen especies reactivas del nitrogeno (ERN) radicales y no
radicales.

Las especias reactivas mas importantes en el contexto celular son el anion superdxido, el radical

hidroxilo y el peréxido de hidrogeno.

Anion superoxido

En anion superoxido es una molécula diatdmica de oxigeno con un electron desapareado de
formula O,". Este radical se forma en condiciones fisioldgicas por varios procesos. Uno de ellas
es en la cadena transportadora de electrones. Cuando los electrones pasan a través de los
complejos llegan a fugarse y se unen al O,, formando superoxido debido a que el oxigeno acepta
un electron a la vez. El superdxido se ha descrito como un radical débil de tal forma que su
importancia radica en que reacciona con otros radicales para formar especies mas reactivas.

Otra fuente de O," es la autooxidacion. Algunas moléculas no radicales como la epinefrina, la
dopamina, la 6-hidroxidopamina y moléculas que contienen grupos tiol como la cisteina
reaccionan lentamente con el O, para formar O,".

El O," también se forma durante el metabolismo de la xantina a acido urico catalizado por la
enzima xantina oxidasa, activada por la entrada de calcio subsecuente a la activacion de los
NMDAR.

El O," es una base débil que acepta un proton formando un radical mas reactivo: el radical

hidroxilo.

Radical hidroxilo
El radical hidroxilo OH' es uno de los radicales del oxigeno mas agresivos que reacciona casi
con cualquier biomolécula. Usualmente se produce mediante tres mecanismos:

- La fision homolitica del agua por la radiacion ionizante
- La ruptura del H,0O; en presencia de metales por la reaccion de Fenton

- Mediante la fision homolitica del acido peroxinitroso, un ERN no radical pero muy reactivo:



ONOOH —NO’; . OH’

Peroxido de hidrogeno

El peroxido de hidrogeno es una ERO no radical de formula H,O, presente en numerosos
sistemas bioldgicos que se produce mediante diferentes reacciones enzimaticas como la
catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD), oxidasas de D-aminoécidos, amino
oxidasas, glicolato oxidasas, y en las reacciones redox ciclicas de ciertos compuestos como las

catecolaminas.

SOD
20," +2H —-H,0; + 0,
El H,O; puede reaccionar con el Fe’' y formar el radical hidréxilo mediante la reaccién de

Fenton:

Fe?' + H,0, — especies oxidadas intermedias — OH' + OH

Oxido nitrico

El oxido nitrico es un radical sin carga, hidrofébico por lo que atraviesa facilmente las
membranas celulares. Ademas de ser un radical del nitrégeno posee otras funciones bioldgicas
importantes como segundo mensajero, vasodilatador y neurotransmisor.

Se forma a partir de L-arginina a través de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS).

L-arginina—»L-citrulina
~ NO’
El 6xido nitrico reacciona con el radical superéxido para formar peroxinitrito:

NO'+ 0, — ONOO"
Se produce después de la estimulacion de los NMDAR de una forma dependiente de calcio en

presencia de calmodulina que activan a la enzima 6xido nitrico sintasa.

Peroxinitrito

El peroxinitrito se forma rapidamente a través de la interaccion entre el 0, y NO'. E1 ONOO

es un nitrato y un poderoso agente oxidante. Ocasiona la nitracion de la guanina y la formacion
de carbonilos y otros productos oxidados en las proteinas como la nitrotirosina.

ONOO + CO; — ONOOCOO

Sistemas de defensa antioxidante



Debido a que las especies reactivas se forman como parte de procesos bioquimicos normales,
existen sistemas que se encargan de detoxificar a las células de estas moléculas a través de

enzimas o compuestos que por sus caracteristicas quimicas actian como antioxidantes.

Superoxido dismutasa (SOD)
La enzima SOD es considerada como un mecanismo de defensa antioxidante debido a que
dismuta al superdxido agregandole dos protones en la reaccion:

20, + 2H+—H,0; + O,
Existen dos isoformas del la enzima, Mn-SOD o SOD2 que se encuentra principalmente en la
mitocondria y requiere manganeso en su sitio activo, y la Cu-Zn-SOD o SODI citoplasmatica y
que requiere cobre y zinc en su sitio catalitico.
Esta enzima se expresa en el SN y debido a que en la reaccion que cataliza se genera otra especie
reactiva no radical, el peroxido de hidrogeno, debe actuar en conjunto con enzimas que catalizen
la transformacion del H,O, a moléculas menos reactivas, como la catalasa y la glutation
peroxidasa.
En algunas enfermedades neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral Amiotrofica y la ataxia
de Frederich se han descrito alteraciones en la SOD involucradas en el mecanismo de dafio en

estos padecimientos (12, 13).

Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima presente en los peroxisomas de las células de mamiferos que
cataliza la conversion del peroxido de hidrogeno H,O, a agua y oxigeno en funcion de la
concentracion de H,O,. Si ésta es alta lleva a cabo la reaccion anterior pero si es baja en
presencia de un donador apropiado de hidrégeno como metanol, etanol, fenol u otros la catalasa

remueve el H,O, oxidando su sustrato.

CAT
2H202 — 2H20 + 02

CAT
AH2 + H202—) A + ZHZO

Esta enzima actua junto con la SOD, dado que es una peroxidasa pero su contenido en el cerebro

es muy bajo comparado con otros tejidos



Glutation Peroxidasa GPx

La enzima GPx es el principal mecanismo de detoxificacion de perdxidos en el cerebro (14). Se
localiza en el citoplasma celular y la matriz mitocondrial. Esta enzima contiene selenio en su
sitio catalitico. Descompone el peréxido mediante la siguiente reaccion, en la que el glutation es

oxidado:

H,0,+ 2GSH —GSSG + 2H,0

a-tocoferol
Vitamina E es el nombre con el que se designa a cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles,
moléculas liposolubles que forman parte integral de la membrana y evitan la lipoperoxidacion
eliminando los radicales peroxido usando un grupo OH. Convierten los radicales alquilperoxil en
hidroxiperdxidos y simultdneamente éstos en radicales tocoferoxil:

Toc-OH + LO", — Toc-O" + LOOH
El radical tocoferoxil es poco reactivo y es reducido en parte por el ascorbato convirtiéndolo a
tocoferol:

Toc-O" + ascorbato — Toc-OH + radical ascorbil

En el cerebro el a-tocoferol parece ser el tocoferol mas importante o tal vez el unico, su
deficiencia afecta mas al SNC que al periférico por lo que sus niveles en el cerebro parecen estar

altamente regulados.

Glutation (GSH)

El glutation en el tripéptido y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina que ademas de sus funciones como
antioxidante por contener un grupo tiol, estd involucrado en otros procesos celulares como
cofactor en reacciones de isomerizacion, almacenamiento y transporte de cisteina, detoxificacion
de xenobidticos y mantenimiento del potencial redox tiol en las células conservando a los grupos
sulfidrilos en su forma reducida. Se encuentra a una concentracién de 1 a 3 mM en el cerebro.
Reacciona directamente con los radicales como el anidén superoxido, el radical hidroxilo y el
6xido nitrico.

El glutation oxidado que resulta de la reaccion catalizada por la GPx consta de dos moléculas de

GSH unidos por un enlace disulfuro y puede ser convertido de nuevo a su forma reducida por las



enzimas glutation reductasas, que contiene FAD (flavin adenin dinucle6tido) y que ademas
requieren de NADPH, mediante la reaccion:

GSSG + NADPH + H+ —-2GSH + NADP+

4
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Figura 3.Estres oxidativo y excitotoxicidad. La entrada de calcio por los
receptores a NMDA induce la activacién de enzimas productoras de radicales
libres como la fosfolipasa A2 (PLA2), xantina oxidasa (Xa) y la 6xido nitrico
sintasa, (NOS); la sobrecarga de calcio mitocondrial aumenta la produccion de
0," y este a su vez puede dar lugar a la produccion de H,O, y de OH" Las
especies reactivas pueden atacar lipidos y diversas proteinas afectando su funcion.

Metabolismo de la glucosa en el SNC

Con so6lo aproximadamente el 2% del peso total del cuerpo humano, el cerebro es un 6rgano que
utiliza alrededor del 20% de la energia total del mismo en estado de reposo, para mantener sus
funciones normales. Esto significa que el cerebro es un 6rgano muy costoso por lo que el
entendimiento del metabolismo energético de las células cerebrales es esencial para conocer su
funcionamiento tanto en condiciones fisiologicas como patologicas.

El gasto energético del cerebro es similar al de aquellos tejidos que realizan un trabajo mecénico
como el corazén o los musculos. Esto se debe a que necesita una gran cantidad de energia tan
solo para mantener el potencial de membrana. Aproximadamente el 75% de la energia se utiliza

en funciones relacionadas con la sefializacion, y el 25% restante para funciones esenciales como



la sintesis y degradacion de proteinas, de nucleétidos, de fosfolipidos, transporte axoplasmico asi
como para evitar o reparar la fuga de protones en la mitocondria.

Ademés, la eficiencia del cerebro para almacenar nutrientes es muy baja. Por ello es necesario
un suministro constante de que ciertos sustratos como la glucosa al cerebro por mecanismos
especificos a través de la barrera hematoencefalica.

La glucosa es el sustrato primario del metabolismo energético neuronal. En algunas condiciones
las neuronas son capaces de utilizar 4cidos monocarboxilicos incluyendo el lactato y los cuerpos
cetonicos como el acetoacetato y fB-hidroxi-butirato como sustratos energéticos, sin embargo su
concentracion sanguinea es muy inferior a la de la glucosa.

La fuente de glucosa de los seres humanos no so6lo es la que se obtiene mediante la ingesta sino
que puede ser producida de manera endogena a partir de tres fuentes: grasas, y proteinas via
gluconeogénesis; y del higado y el musculo por medio de la glucogendlisis.

Los niveles de glucosa en la sangre estan controlados por el SNC a través del hipotalamo que se
encarga de censar la cantidad de nutrientes disponibles al recibir e integrar sefiales que llegan a ¢l
de los nutrientes circulantes y hormonas como la insulina y leptina. En respuesta a estos
estimulos, el hipotdlamo envia sefiales para normalizar los niveles de glucosa mediante el

consumo de alimentos o la produccion endégena de la misma.

Transporte de glucosa

El transporte de glucosa del torrente sanguineo hacia el cerebro se lleva a cabo por proteinas
denominadas transportadoras que pueden ser dependientes o independientes de insulina y que
también transportan la glucosa del medio extracelular al interior de las células.

Hasta la fecha se han identificado doce tipos de transportadores de glucosa denominados
GLUTI1-GLUT12, cada uno de los cuales estd conformado por doce segmentos
transmembranales con sus respectivos extremos C-y N-terminal situados en la parte citosolica de
las células y con una cadena de oligosacaridos unida al extremo N-terminal ya sea en la primera
o cuarta asa extracelular. De éstos, cuatro se encuentran en el cerebro, GLUTI1, GLUT3, GLUT4
y GLUTS (15).

El transportador GLUT1 es un transportador independiente de insulina, que se expresa en

astrocitos y células endoteliales. EI GLUT3 parece expresarse sOlo en neuronas, en el



plasmalema y aunque en menor cantidad en las vesiculas intracelulares no sinapticas. Al parecer
se encuentra predominantemente en estructuras de la materia gris y en la neurohipoéfisis, también
es un transportador independiente de insulina. Ademads, tiene una gran capacidad para transportar
la glucosa. El GLUT4 se encuentra en neuronas y el GLUTS estd presente basicamante en
microglia.

Las diferentes isoformas de estos transportadores estan distribuidas de una manera diferencial en
los distintos tipos celulares en el cerebro, probablemente reflejando diferencias en los
requerimientos energéticos de las mismas.

La expresion de los dos principales transportados del cerebro el GLUT1 y GLUT3 esta regulada
de acuerdo a la demanda metabodlica y a la tasa de utilizacion de energia en las diferentes
regiones.

También se ha observado que su expresion varia durante el desarrollo. Los niveles de expresion
de los transportadores GLUT1 y GLUT3 aumentan abruptamente con la maduracion del cerebro
durante la sinaptogénesis.

También existen transportadores de 4cidos monocarboxilicos conocidos como MCT de los cuales
existen 8 subtipos( MCT1-MCTSR). En el cerebro se han identificado basicamante el MCT1 y
MCT2.

Sintesis de ATP

La oxidacion de la glucosa se lleva a cabo en el citoplasma celular a través de una serie de
reacciones denominadas glucdlisis. La oxidacion de una molécula de glucosa por esta via genera
dos moléculas de ATP y dos moléculas de piruvato (Figura 4).

El piruvato es transportado a la mitocondria para ser oxidado a acetilcoenzima A, molécula que
es metabolizada a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos a didxido de carbono y 16 dtomos
de hidrégeno por cada molécula de piruvato dentro de la matriz mitocondrial. Estos son
transportados a través de la cadena transportadora de electrones mitocondrial generando el
gradiente proton motriz para la formacion de ATP a partir de ADP utilizando al oxigeno como
aceptor final de electrones (Figura 5).

En total, una molécula de glucosa metabolizada a través de la glucdlisis, el ciclo de los acidos

tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa produce 38 moléculas de ATP.



Bajo condiciones anaerodbicas, el piruvato es convertido a lactato, lo que ademas permite la
regeneracion del NAD', nicotinamida adenin dinucledtido esencial para mantener un flujo
glucolitico continuo.

Otra via importante en el metabolismo de la glucosa es la via de las pentosas fosfato la cual
produce 2 moléculas de NADPH a través de la deshidrogenaciéon de cada molécula de glucosa-6-
fosfato a ribulosa-5-fosfato, reaccion limitante en esta ruta metabolica debido a que el cociente
NADP/NAPDH es el factor que determina la entrada de la glucosa-6-fosfato a esta via. De esta
forma, si un alto poder reductor es requerido, cuando los niveles de NADPH se reducen, se activa
el ciclo para generar nuevos equivalentes reductores.

De esta forma la glucosa, principal substrato energético del cerebro, produce dos fuentes de
energia: ATP y equivalentes reductores (NADH).

La reaccion global de la glucdlisis es la siguiente:

Glucosa + 2INAD+ +2ADP + 2P —+F 2pirwate + 2NADH + 2H+ + 24TP +2ZH 50

Figura 4. Sintesis de ATP a través de
la oxidacion de la glucosa. A partir de
una molécula de glucosa se obtienen 2
moléculas de ATP y 2 moléculas de
piruvato por medio de una serie de 10

reacciones mostradas en esta figura.
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Figura 5. El piruvato que se obtiene luego de la oxidacion de la glucosa es convertido a Acetil-CoA,
el cual entra al ciclo de los acidos tricarboxilicos (A), en el que se liberan electrones 4 electrones
acarreados en el NADH y el FADH; que en la fosforilacion oxidativa reducen el O, a agua. Durante

este proceso se produce ATP (B).

Hipoglucemia

En los afios 30’s la hipoglucemia fue introducida como tratamiento de desordenes psiquiatricos
por Manfred Sakel, en tanto que la insulina se utilizaba para el tratamiento de la esquizofrenia y
la adiccion a las drogas. Para entonces se sabia que un periodo de coma hipoglucémico con una

duracién de 30 minutos resultaba en un estado de coma reversible, mientras que un periodo



mayor implicaba un coma irreversible. Los avances en el conocimiento de este fendémeno indican
que esto se debe a la escasa necrosis neuronal que ocurre durante un periodo de 30 minutos
comparado con la amplificaciéon del dafo hacia areas corticales después de un periodo de 60
minutos. En la actualidad han quedado en desuso los tratamientos hipoglucemiantes para tratar

desérdenes psiquiatricos o de adiccion a drogas (16-18).

Caracteristicas de la hipoglucemia

La hipoglucemia esta clasificada dentro de las encefalopatias metabdlicas. Es un desorden
fisiolégico que se define como la disminucion en los niveles de glucosa sanguinea (del griego
hypo-, glykys, haima). En general las causas mas comunes son los tratamientos que incluyen
insulina o sulfonilureas, trastornos endocrinos, desdrdenes hepaticos, fallas renales, desnutricion,
transplante de islotes de pancreas o insulinomas. En los neonatos esta condicion es mds comuin
originando desordenes neuroldgicos o incluso la muerte, ademés también es frecuente en la nifiez
debido a desérdenes endocrinos, como la produccion inadecuada de glucosa, o el incremento en
su utilizacion.

En condiciones fisiologicas, la concentracion de la glucosa en el torrente sanguineo es de 80-90
mg/dl, aumenta hasta 200 mg/dl después de la ingesta de alimentos y disminuye a 40-60 mg/dl
durante un ayuno prolongado. Si los niveles de glucosa se mantienen en 40 mg/dl o por debajo
de este valor se considera un estado de hipoglucemia.

La hipoglucemia causa dafo cerebral ain cuando la funcion cardiaca permanece intacta, sin
embargo la necrosis neuronal se presenta cuando el electroencefalograma (EEG) se vuelve
isoeléctrico, es decir, cuando se abate la actividad cerebral, a concentraciones de glucosa

menores a | mM (18 mg/dl), causando un estado de coma (Figura 6).
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Figura 6. Cambios en el electroencefalograma durante la hipoglucemia. A, patrén normal
del EEG; B muestra el EEG al inicio de la hipoglucemia: las ondas se hacen mas lentas y
de mayor amplitud; C, éstas se hacen mas evidentes; D, se observa actividad
paroxismica; E, se suprime la actividad eléctrica; F, el EGG se torna isoeléctrico; G, se
observa la recuperacion de la actividad cerebral 30 minutos después de la administracion
de glucosa, el EEG comienza a normalizarse (19).

Mecanismos involucrados en el dafio hipoglucémico

La tasa metabolica cerebral de la glucosa decrece como consecuencia de la disminucion del flujo
glucolitico debido a la hipoglucemia. Como consecuencia del fallo energético ocasionado por la
disminuciéon en los niveles de glucosa hay un decremento en la fosforilacion oxidativa,
disminuyéndose aun mas los niveles de ATP, y aumentando los niveles de fosfato inorgéanico y
ADP. Sin embargo, es hasta que se presenta el periodo isoeléctrico cuando los niveles de ATP
decrecen hasta un 40 % vy siguen disminuyendo mientras avanza el estado de coma, lo que
sugiere que también se agotan otros sustratos metabolicos, originando un déficit energético
severo (20). Dicho déficit da lugar a cambios en las concentraciones ionicas; durante los
primeros minutos del periodo isoeléctrico hay un aumento en la concentracion de K extracelular
y un aumento en el Ca®" intracelular, que después de unos minutos se normaliza parcialmente,
para después volver a aumentar 6 disminuir, respectivamente. Esto se debe a la falla en el
funcionamiento de la ATPasa Na'/K" dando lugar a la despolarizacion de la membrana, y a la
liberacion de glutamato y principalmente de aspartato. Debido a la disminucion de los niveles de

piruvato y AcCoA, el oxaloacetato se acumula, y el equilibrio de la reaccion de la aspartato



aminotransferasa se desplaza hacia el aspartato. El glutamato es utilizado como substrato en el
ciclo de Krebs a través de su transformacion a alfa-cetoglutarato. Por esta razon hay mas
aspartato que glutamato disponible para ser liberado. Por otra parte la despolarizacon
hipoglucémica favorece la extrusién del ion Mg®" del NMDAR induciendo su activacion.
Ademas, el aumento en los niveles de aminoacidos excitadores en el espacio extracelular se
mantiene por el fallo en sus sistemas de recaptura ya que son dependientes de energia. Lo
anterior resulta en una mayor estimulaciéon de los NMDAR favoreciendo el dafio excitotdxico,
descrito anteriormente.

La vulnerabilidad al dafio hipoglucémico varia en las diferentes regiones del cerebro siendo
ciertas poblaciones de neuronas mas vulnerables que otras: las neuronas de la region CAl, del
subiculum y del giro dentado del hipocampo; las neuronas en la capa externa de la corteza y el
estriado (21). Todos estas neuronas reciben una gran cantidad de inervaciones glutamatérgicas, lo
que ha sugerido que el dafio hipoglucémico es de tipo excitotoxico. Ademas, la muerte neuronal
en el estriado debido a la hipoglucemia se previene cuando se eliminan las vias cortico-estriatales
que son glutamatérgicas (22).

Otra evidencia que apoya que la excitotoxicidad es el mecanismo de muerte en la hipoglucemia,
es que la administracion de antagonistas de los NMDAR previene la muerte neuronal (23, 24)
aun cuando son administrados después del periodo hipoglucémico (25).

La alteracion en la homeostasis i6nica del calcio origina un cambio en el potencial de membrana
mitocondrial y la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT). Se ha
sugerido que la apertura del MPT esta asociada al dafio hipoglucémico ya que el tratamiento con
un inhibidor de este poro disminuye el dafio (26). Ademas, la mitocondria es muy importante en
la activacion de vias de sefializacion que conllevan a la muerte apoptotica liberandose factores

proapoptoticos como el citocromo c y el factor inductor de la apoptosis (27).

El papel del estrés oxidativo en la muerte neuronal hipoglucémica

Algunos trabajos han sugerido que el estrés oxidativo puede ser un factor asociado al dafio
hipoglucémico, sin embargo aun no se han identificado las principales fuentes de produccion de
radicales libres, ni su relacion con la muerte de las neuronas.

Algunos estudios al respecto se han basado en la identificacion de indicadores de la presencia de

radicales o de ERO como son los lipidos oxidados. En modelos animales de hipoglucemia



inducida por insulina se ha observado un aumento en los niveles de lipoperoxidacion de la
membrana plasmatica (28, 30, 39) y mitocondrial (29), la primera aun antes de que se presente el
periodo isoeléctrico.

Por otra parte, la propiedad de algunas moléculas de emitir fluorescencia cuando son oxidadas
por ciertas ERO se ha utilizado como indicador de la produccion de éstas. Estos marcadores han
permitido identificar la produccion de ERO en diversos modelos de falla metabdlica glucolitica
como son: cultivos de retina y de hipocampo incubados con el inhibidor glicolitico, yodoacetato;
células PC12 sometidas a la ausencia de glucosa y mitocondrias aisladas de cerebro de cerdos
recién nacidos sometidos a hipoglucemia inducida por insulina (31-33, 42).

Otra aproximacion experimental es la utilizacion de moléculas que actian como antioxidantes
como el trolox y el U83836E (derivados de la vitamina E), la vitamina E y el PBN, entre otros.
La vitamina E por ejemplo, previene del dafio ocasionado por yodoacetato en células de retina, y
en cultivos primarios de hipocampo (31,34,42) en tanto que el trolox en cultivos de neuronas
corticales protege contra dafio ocasionado por la privacion de glucosa, aunque sélo cuando se co-
incuba con dextrofano, un antagonista de los NMDAR (35). La proteccion depende de la dosis a
la que son administrados y no es completa. En un modelo de neuronas cultivadas de estriado el
PBN y el U83836 previenen del dano inducido por la ausencia de glucosa, aunque no
completamente (36).

La inhibicion de enzimas que generan radicales también se ha utilizado para explorar la
participacion de éstas en el daflo ocasionado por la ausencia de glucosa. En cultivos de astrocitos,
la inhibicion de la xantina oxidasa y de la 6xido nitrico sintasa no previene el dafio producido por
la privacion de glucosa (30), mientras que estudios en neuronas corticales cultivadas y en el
modelo animal de hipoglucemia inducida por insulina, sugieren que la actividad de la NADPH
oxidasa participa en el dafo hipoglucémico al activarse después de la re-introduccion de glucosa
(38).

Por ultimo, el andlisis de la regulacion de los sistemas de defensa antioxidante, el cual refleja la
respuesta celular ante el estrés oxidativo, también se ha utilizado como indice éste. A este
respecto, en ratas con hipoglucemia inducida por insulina se ha observado disminucion de la
actividad de la catalasa y la Mn-SOD mitocondriales, asi como un aumento la actividad de la
GPx, y una disminucion en los niveles de glutation reducido mitocondriales (39-40). La

disminucidén en los niveles de glutation reducido también se ha reportado en cultivos de



astrocitos incubados en medio sin glucosa (30), mientras que el aumento en los niveles de
glutation oxidado se ha observado tanto in vivo en el hipocampo de ratas hipoglucémicas como in
vitro en neuronas de hipocampo en condiciones de ausencia de glucosa (41). Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta el momento no son concluyentes.

Experimentos previos de nuestro laboratorio en un modelo in vitro de inhibicion glucolitica
inducida por yodoacetato, un inhibidor irreversible de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, sugieren que la produccion de ERO estd involucrada en la muerte neuronal; y
que ésta es dependiente de un mecanismo excitotoxico cuando la falla energética es moderada,
mientras que cuando la inhibicion glucolitica es severa la muerte ocurre por un mecanismo
independiente de la excitotoxicidad (42). Ademas, este estudio sugiere que la falla en la
regulacion del calcio intracelular es un factor importante en la produccion de ERO y en la
induccion de muerte neuronal. Lo anterior sugiere que tanto la excitotoxicidad como el estrés
oxidativo participan en la muerte neuronal hipoglucémica, sin embargo atn no se conoce en
detalle la relacion que existe entre ambos mecanismos.

En el presente estudio utilizando un modelo in vitro de privacién de glucosa, el cual
mimetiza una condicidon hipoglucémica, se investigd si la producciéon de ERO participa en la
muerte neuronal, y si ésta depende de un proceso excitotoxico. También se utilizo el fluoruro de
sodio (NaF), inhibidor de la enzima glucolitica enolasa, para conocer si en esta condicion se
produce muerte por excitotoxicidad, y asi reforzar la hipdtesis de la participacion de la
excitotoxicidad en el dafio producido por deficiencia energética, particularmente la inducida por

la inhibicién de la glucdlisis.



Hipotesis
La ausencia de glucosa favorecera el dafio neuronal mediante la produccidn de especies reactivas

de oxigeno. Este proceso estara relacionado con un mecanismo excitotdxico.



Objetivos

Determinar la produccion de especies reactivas de oxigeno durante y después de la
exposicion a un medio sin glucosa en neuronas cultivadas del hipocampo.

Determinar la participacion de las especies reactivas de oxigeno en la muerte neuronal
inducida por ausencia de glucosa.

Evaluar la participacion de la excitotoxicidad en la produccion de especies reactivas de

oxigeno y en la muerte neuronal inducida por ausencia de glucosa.



Metodologia

Cultivos celulares

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo de embriones de ratas Wistar de 17-
18 dias de gestacion de acuerdo a Brewer et al (43) con ciertas modificaciones (44). Después de
la diseccion del hipocampo de 10-12 embriones el tejido se colocd en la base de un rebanador de
tejido para cortarse en cuadros de 300 um y posteriormente se disocié con una solucion de medio
Krebs con tripsina al 0.25%. Se incub6 a 37° C durante 4 minutos y la reaccién se detuvo
utilizando una solucion que contiene inhibidor de tripsina y DNAsa (0.08% y 0.52%
respectivamente). Las células se suspendieron en medio neurobasal (NB) suplementado con B27,
0.5 mM de glutamina y 20 pg/ml gentamicina, se sembraron a una densidad de 1.5 x 10°
células/ml (260-290 x 10° /cm?), en multicajas de 24 pozos precubiertas con una capa de poli-L-
lisina (5ug/ml) y en multicajas de 12 pozos sobre cubreobjetos cubiertos de igual forma con poli-
L-lisina.

Las células se colocan en una incubadora a 37°C y 5% CO,, /95% aire atmosférico. A los 4 dias
in vitro se agregaron glucosa (5 mM) y citosina arabinosa (10 puM) para mantener la

concentracion de glucosa y evitar la proliferacion de células gliales respectivamente.

Tratamientos

A los 8 DIV las células se expusieron al fluoruro de sodio (NaF) durante 30 minutos a diferentes
concentraciones 5 mM, 10 mM y 20 mM en medio Ringer-Krebs (en mM):154 NacCl, 5.6 KClI,
1.2 KH,PO,, 5 HEPES, 3.6 NaHCO3, 5.6 glucosa, y en presencia o ausencia de CaCl, 2.3 mM.
También se expusieron a NaF en presencia del antagonista de los NMDAR, maleato de
dizocilpina (MK-801) 10 puM, y del antagonista de los receptores no-NMDA 2,3-dihidroxi-6-
nitro-7-sulfamoil benzo[f]quinoxalina(NBQX) 50uM. El NaF formo precipitados en el medio
Ringer-Krebs de una manera dependiente de la dosis, por lo que se agregd al medio de cultivo
donde fueron sembradas las células, y se prolong6 el tiempo de exposicion a 2 horas.

Con el fin de mimetizar mejor una condicion hipoglucémica, en otra serie de experimentos
cultivos de 8 DIV fueron expuestos a medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) sin
glucosa durante diferentes tiempos, y la viabilidad fue medida a las 24 hrs. En estas condiciones
no se observaron cambios en la viabilidad celular, asi que se probé utilizar las células a los 11

DIV. Para evaluar el efecto protector de los antagonistas de los receptores a glutamato, las



células se incubaron con MK-801(10uM) y NBQX (50uM) durante diferentes tiempos de
exposicion al medio sin glucosa. Después del tiempo de exposicion a medio DMEM sin glucosa,
éste fue sustituido por el medio NB con glucosa que habia sido previamente retirado.

La participacion de diferentes mecanismos generadores de radicales libres 0 ERO se evalud
utilizando inhibidores de cada uno de éstos a diferentes concentraciones: la apocinina, inhibidor
de la NADPH oxidasa que genera O,", se prob6 a 0.5 mMy 1 mM vy el alopurinol que inhibe a
la enzima xantina oxidasa que genera O,” y H,O, se prob6 a 100 y 200 puM. Estos fueron
incubados durante y después de la exposicion al medio sin glucosa.

También se utilizaron compuestos antioxidantes en las siguientes concentraciones: 1.2 mM y 600
UM de vitamina E, 10 uM de ebselen, que es un compuesto que mimetiza la actividad de la
enzima glutation peroxidasa, y 100 uM de acido nordihidroguaiarético (NDGA), que es un

atrapador de varias ERO como OH’, O," y H,0..

Viabilidad celular

Después de diferentes periodos de exposicion a medio DMEM sin glucosa, o de 2 h de
incubacion con NaF, la viabilidad celular se midié por el método de la reduccién del compuesto
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio) (MTT). Este ensayo mide la actividad
de las deshidrogenasas mitocondriales que catalizan el corte del anillo de tetrazolium del MTT
generando la transformacion de la sal de MTT a la sal insoluble de formazan, cambiando la
coloracion del compuesto de amarillo a azul violeta. Los cristales se disuelven en isopropanol y
se lee la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm. Los resultados
se expresan como el porcentaje de reduccion de MTT con respecto al control.
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Reduccién del anillo de tetrazolio del MTT catalizado por deshidrogenasas mitocondriales.

Curso temporal de muerte



Se realiz6 un curso temporal de la muerte neuronal dspués de la exposicion al medio sin glucosa
para determinar el tiempo al cual las células mueren, y asi establecer los intervalos de tiempo
Optimos para medir la presencia de ERO.

Las células se expusieron durante 1y 4 horas a medio sin glucosa y se midio la viabilidad a
diferentes tiempos: 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas por la reaccio6n del MTT.

Cuantificacion de aminoéacidos excitadores por HPLC

La liberaciéon de aminoacidos excitadores se midié por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de acuerdo a Antoine et al. (45). Para la determinacion de la liberacion de los
aminoacidos aspartato y glutamato al medio extracelular, se tomaron las muestras de medio
después de 1 y 4 horas de exposicion al medio sin glucosa. Las alicuotas de medio DMEM se
desproteinizaron con acido perclorico al 7%, se neutralizaron con KOH 1 N vy se filtraron. Las
muestras fueron derivatizadas con el mismo volumen de o-ftaldialdehido y después de 3 minutos
un volumen de 10 pl se inyect6 en el sistema HPLC (Waters 600) equipado con una columna
ODS (25 cm x 4 mm de diametro interno).

La fase movil consistié de una mezcla 18% metanol, 22% acetonitrilo, 46% buffer de fosfatos
(60 mM, pH 6.62)/buffer de fosfatos (60 mM, pH 6.62) con un flujo de 1ml/min en un gradiente
lineal con una duracion de 33 minutos con 10% y 90% de los solventes. La concentracion de
aminoacidos se calculé comparando los datos obtenidos con los de los estandares conteniendo
concentraciones conocidas de los aminoacidos procesados de igual forma. Los datos se expresan

en uM.

Cuantificacién de los niveles de ATP

Los niveles de ATP fueron determinados después de 15y 30 min y de 1, 2 y 4 horas de
exposicion a medio sin glucosa; y después de un periodo de 1 h de exposicion a medio sin
glucosa seguido de 3 h de recuperacion en medio con glucosa, por medio del ensayo
bioluminiscente de luciferin-luciferasa. Las células se lavaron 2 veces con medio Locke’s (mM)
154 NaCl, 5.6 KCI, 3.6 NaHCO3, 2.3 CaCl,, 5 HEPES y 5.6 glucosa; pH 7.4, se lisaron
incubandolas con 125 pl de buffer de lisis para células somaticas. El lisado (5 ul) se diluy6 en 95
ul de agua destilada; la mezcla (100 ul) se colocd en tubos de polietileno para ser leida en un

luminometro. El luminémetro inyectd 400 ul de mezcla de reaccién del ensayo de luciferin-



luciferasa y registrd los valores de quimiolumuniscencia en milivoltios. La concentracion de
ATP fue determinada con base en una curva estandar (de 6.5 a 250 pmol). La determinacién de
proteinas se llevd acabo por medio del método de Bradford y los datos se expresaron como

picomolas por microgramo de proteina.

Deteccion de ERO

La produccion de especies reactivas de oxigeno se evalué por medio de los marcadores
fluorescentes dihidroetidio (DHE) y carboxi-diclorodihidrofluoresceina diaceto (carboxi-
H,DCFDA). Ambos compuestos entran a las celulas y son susceptibles de ser oxidados
convirtiéndose en compuestos que emiten fluorescencia y se utilizan como indicadores de la
presencia de ERO.

El dihidroetidio al ser oxidado se convierte a etidio (Et), éste se transporta al nlcleo y se intercala
entre las bases del DNA y emite fluorescencia roja, la cual se observa con un filtro de rodamina.
La carboxi-H,DCFDA al poseer dos cargas negativas a pH fisiol6gico permanece dentro de la
célula, es deacetilada y al ser oxidada se convierte en diclorofluoreceina (DCF) la cual emite
fluorescencia verde cuando se observa con un filtro de fluoresceina, indicando la presencia de
ERO en el citoplasma celular. El dihidroetidio se oxida preferentemente por superéxido, aunque
también puede oxidarse por otras ERO, mientras que la DCF es oxidada por diversas ERO.
Después de exponer los cultivos a la ausencia de glucosa durante diferentes tiempos y en
presencia de los distintos farmacos, las células se incubaron con 8 uM de carboxi-H,DCFDA y
3.2 UM de dihidroetidio.

Después de la incubacion las células se lavaron dos veces con medio Ringer Krebs y el
cubreobjetos en el que fueron sembradas se colocéd en una camara de perfusion para ser
observadas y cuantificar el aumento en la fluorescencia. Los resultados se expresan como el
promedio de la sumatoria de la fluorescencia total de todos los campos de cada condicion.
Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados por medio de analisis de varianza, ANOVA, de una via seguida de

una prueba post-hoc Fisher de comparacion multiple.



Resultados

La muerte celular observada al utilizar el inhibidor glucolitico NaF fue dependiente de la dosis.
Al incubar las células con este inhibidor durante media hora en medio Krebs a una concentracion
de 5 mM no se produjo un dafo significativo (Figura 1A) ya que no se observaron cambios en la
reduccion del MTT con respecto al control en ninguna de las condiciones. Sin embargo al
aumentar la dosis a 10 mM se observd una reduccion del 50% en la viabilidad celular. En esta
condicion la incubacién del NaF con los antagonistas de los receptores glutamatérgicos (MK-801
y NBQX) tuvo un efecto protector significativo cuando ambos antagonistas se agregaron al
medio, lo que sugiere que la muerte en este paradigma tiene un componente excitotoxico.
Cuando se elimino el calcio del medio también se redujo significativamente la muerte neuronal,
sugiriendo que el dafio estd relacionado con la entrada de éste ion a través de los NMDAR.
Dichos receptores se activarian debido a la despolarizacion de la membrana inducida por la falla
energética ya que la glucdlisis esta inhibida (Figura 1B). A una mayor concentracion (20 mM) el
NaF se precipito en el medio dando lecturas positivas que no correspondian a la sobrevivencia

celular observada en el microscopio por lo que tales valores no fueron considerados.
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Figura 1. Evaluacion de la participacion de la excitotoxicidad durante la inhibicion glucolitica.
Las células se incubaron con NaF a 5y 10 mM durante 30 minutos en medio Ringer Krebs con
o sin los antagonistas de los receptores a glutamato, MK-801 y NBQX, por separado y juntos.
También se incubaron con el inhibidor NaF en un medio sin calcio. Los resultados se expresan
como por ciento del control. Los datos representan la media + ES de 3-5 experimentos
independientes analizados con una prueba de andlisis de varianza de  ANOVA de una via
seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparaciéon multiple. * P<0.001 con respecto al
control y 5 P<0.05 con respecto a NaF 10 mM.

Para evitar la precipitacion de NaF, éste se incub6 en medio de cultivo (NB/B27) y se aumento

el tiempo de exposicion a 2 horas utilizando diferentes concentraciones (Figura 2).



A 10 mM los resultados obtenidos concuerdan con lo observado en el medio Ringer Krebs. Hay
una reduccion del 50% en la viabilidad celular que es prevenida significativamente por el MK-
801.

Al aumentar la concentracion del inhibidor a 15 mM, la reduccion en la viabilidad no es
significativamente diferente con respecto a 10 mM y el efecto protector del MK-801 es muy
similar, sin embargo al aumentar mas la concentracion de NaF (20 mM), hay una mayor
reduccién de la viabilidad y no hay una proteccion significativa con el MK-801. Esto que sugiere
que cuando la inhibicion glucolitica es més severa el dafio, y por consiguiente la muerte
neuronal, no depende del todo de un mecanismo excitotoxico mediado por el receptor NMDA.

Este resultado concuerda con datos obtenidos previamente en el laboratorio (42).
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Figura 2. Evaluacion de la participacion de la excitotoxicidad en el dafio producido por la
inhibicion glucolitica. Las células fueron incubadas en medio neurobasal junto con el NaF a 10,
15 y 20 mM mas el antagonista de los NMDAR, MK-801 durante 2 horas. La viabilidad fue
medida 24 horas después por MTT. Los resultados se expresan como por ciento del control
(mediat ES) de 3-6 experimentos independientes. Los datos fueron analizados con una
prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacion
multiple. * P<0.0001 con respecto al control y 56P<0.05 con respecto a NaF 10 mM y 15 mM.

Con el fin de mimetizar mejor la condicion hipoglucémica las células fueron expuestas a medio
DMEM sin glucosa durante diferentes tiempos. Para evaluar la participacion de la
excitotoxicidad se utilizaron los antagonistas de los receptores a glutamato, MK-801 y NBQX.
La viabilidad fue medida 24 horas despues por MTT.

Cuando las células fueron expuestas durante 1 h a la ausencia de glucosa (AG) se observo un
60% de muerte con respecto al control; en esta condicion la proteccion con el MK-801 es
significativa mas no asi la del NBQX (Figura 4). A las 24 h después de la exposicion hay pérdida
de los somas celulares en los cultivos y adelgazamiento de los procesos neuronales (Figura 3).
Las células tratadas con MK-801 se preservan mejor mientras que las tratadas con NBQX se



observan mas dafiadas (Fig. 3). En los cultivos expuestos durante 4 h a la ausencia de glucosa, el
dafio es mayor; el MK-801 muestra un buen efecto protector mientras que el del NBQX es
mucho menor.

Figura 3. Efecto protector de los antagonistas glutamatérgicos contra la muerte neuronal inducida
por la exposicién de las células a medio sin glucosa durante 1 y 4 horas. Las células conservan su
aspecto morfolégico cuando se incuban en presencia del antagonista de los NMDAR MK-801, y en
menor medida con el antagosnista de los no-NMDAR, NBQX.

Al aumentar el tiempo de exposicion al medio sin glucosa se observa un mayor porcentaje de
muerte, sin embargo no existe una diferencia significativa entre 2, 4, 6, 8 y 24 horas de
incubacion. La proteccién con ambos antagonistas es significativa en todas las condiciones (con
excepcion de 6 h con NBQX) aunque no es completa (Figura 4). Estos resultados sugieren que
independientemente del tiempo de exposicion, el mecanismo de dafio involucra en parte la
participacion de ambos tipos de receptores a glutamato. Sin embargo la proteccién no es total lo

que sugiere que otro mecanismo pudiera estar involucrado.
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Figura 4. Evaluacién del dafio y proteccién con los antagonistas de los receptores a glutamato
al exponer los cultivos a la ausencia de glucosa durante diferentes periodos de tiempo. La
viabilidad celular se determiné a las 24 h a través del ensayo MTT. Los datos estan
expresados en por ciento del control (media £+ ES) de 4-10 experimentos independientes. Los
datos fueron analizados por la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc
de Fisher de comparaciéon multiple. Todos los tratamientos son significativamente diferentes
con respecto al control. P<0.0001 P<0.05 con respecto a su respectivo tratamiento y 3
P<0.05 con respecto a 1h. AG, ausencia de glucosa.

Para establecer el curso temporal de muerte después de 1y 4 horas de exposicion a ausencia de
glucosa, la viabilidad celular fue medida a diferentes tiempos despues de la exposicion (Figura
5). Después de 1 hora de ausencia de glucosa mas una hora de recuperacion en medio con
glucosa se observa un decremento en la viabilidad de aproximadamente 25%; cuando el periodo
de recuperacion es de 3 h la viabilidad disminuye un 15% mas y cuando es de 5 h ésta decrece en
un 60%. No hay mayor pérdida celular si se prolonga el periodo de recuperacion (Figura 5,
cuadros). Esto sugiere que cuando las células son sometidas a un periodo corto de ausencia de
glucosa, el dafio se da ain después de que se retira el estimulo y en un intervalo de tiempo
relativamente corto, es decir, en las 5 primeras horas.

Por otro lado cuando el estimulo es mas prolongado (4 horas), éste produce el mismo porcentaje

de muerte independientemente de la presencia de un periodo de recuperacién sugiriendo que este



estimulo es més severo y el dafio se produce casi completamente durante la ausencia de glucosa

(Figura 5, circulos).
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Figura 5. Curso temporal de muerte. Las células fueron expuestas durante 1y 4 h al medio sin
glucosa y a diferentes periodos de recuperacion (reintroduccion de la glucosa) para determinar
el momento en el que se produce el dafio. Los datos estan expresados en por ciento del
control de 4 experimentos independientes. Los datos se analizaron por medio de la prueba de
ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparaciéon multiple.
*P<0.05 con respecto al control y b con respecto a 3 h. AG, ausencia de glucosa.

Para evaluar la participacion de la liberacion de los aminoécidos excitadores, se midio su
concentracion extracelular después de 1 y 4 horas de exposicion al medio sin glucosa por medio
de HPLC.

Un estimulo de una hora de ausencia de glucosa es suficiente para aumentar de 3.3 a 9.3 uM la
concentracion extracelular de glutamato. La liberacion de éste no disminuye significativamente
con la administracién de los antagonistas de los receptores a glutamato, aunque éstos si tienen
efecto sobre la viabilidad celular. Esto podria deberse a que aunque hay mas glutamato en el
medio extracelular si los receptores estan bloqueados, el aminoacido no podria actuar sobre ellos.
Cuando el periodo de ausencia de glucosa fue de 1 h no se observé un aumento en los niveles
extracelulares de aspartato.
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Figura 6. Liberacion de los aminoacidos excitadores aspartato y glutamato. El medio sin
glucosa fue retirado después de la exposicion y se analizé para determinar la concentracién de
aspartato y glutamato. Los datos se expresan como la media + ES de la concentracion (uM) de
glutamato y aspartato de 3 experimentos independientes analizados por la prueba de a
ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacién multiple.
*P<0.05 con respecto al control y ©P<0.05 con respecto al medio sin MK-801. (AG ausencia
de glucosa).

La liberacion de aspartato y glutamato se midid después de 4 horas de privacion de glucosa. En
esta condicion la concentracion de glutamato extracelular aumenta 16 veces con respecto al
control (Figura 6B). Este aumento tan grande podria deberse a fuga por dafio ya que después de
4 horas de ausencia de glucosa alrededor del 50% de las células estdn muertas (Figura 5). Esta
hipotesis es posiblemente cierta ya que el MK-801 previno el aumento significativamente con
respecto a 4 horas de AG (9.9 uM). El bloqueo de los receptores no-NMDA no previno la
liberacion de glutamato. La concentracion extracelular de aspartato por otra parte aumento
significativamente en esta condicidn probablemente debido a la liberacién por dafio. EI MK-801

previno este aumento mientras que el NBQX no tuvo efecto.
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Figura 7. Cuantificacion de los niveles de ATP después de exponer las células a medio sin
glucosa durante diferentes tiempos. Los datos estan expresados como el promedio + ES de la
concentraciéon de ATP (pmolas/ug de proteina) de 4 experimentos individuales y fueron
analizados por medio de la prueba de analisis de varianza ANOVA de una via seguida de una
prueba post-hoc Fisher de comparacion multiple. Todos los tratamientos son significativamente
diferentes, P<0.0001 con respecto al control, 5P<0.05 con respecto 15 min y 3 P<0.05 con
respecto a 1 hora.

Para evaluar el efecto que produce la falta de glucosa sobre los niveles se determinaron los niveles
de ATP a diferentes tiempos, desde los quince minutos hasta las 4 horas de ausencia de glucosa.
También se determinaron después de 3 h de recuperacion, cuando los cultivos se sometieron a 1 h
de ausencia de glucosa (Gltima barra de la figura 7). En la gréfica 7 se puede observar que los
niveles de ATP disminuyen un 75% a los 15 minutos de exposicion a medio sin glucosa. Esta
disminucion se mantiene de los 30 minutos hasta las 2 horas y a las 4 horas disminuyen un 10%
mas, siendo significativamente menores con respecto a 15 minutos y a 1 hora.

Los niveles de ATP después de una exposicion de 1 h a medio sin glucosa mas tres horas de
recuperacion (Gltima barra de la figura 7) son muy similares a los observados después de 4 horas
continuas de privacion de glucosa y son significativamente diferentes con respecto a 15 minutos.
Estos resultados sugieren que a pesar de la reintroduccion de glucosa al medio los niveles de ATP
no se recuperan.

Por otra parte se evaluo si la falta de glucosa favorece la produccién de ERO. Para ello se usaron
los marcadores DHE y carboxi-H,DCFDA descritos anteriormente. Para cuantificar los cambios en
la fluorescencia de cada marcador en las diferentes condiciones se capturé un nimero determinado
de fotos de cada campo y se utilizé el programa AxionVision AC. En la figura 8 se observa el
aumento en la fluorescencia emitida por ambos compuestos al ser oxidados después del tiempo de

exposicion sefialado. A los 30 minutos las células se observan hinchadas. Hay un aumento en la



intensidad de la fluorescencia que se observa en el nicleo debido a la presencia del etidio (rojo) y
en el soma debido a la oxidacion de la DCF (verde). Algunos de los nacleos marcados con etidio

comienzan a condensarse después de 4 h de privacién de glucosa.

Carboxi-DCF

Figura 8. Aumento en la generacion de ERO medido a diferentes tiempos de incubacion con
medio sin glucosa. De izquierda a derecha: campo claro, filtro de rodamina para el etidio y
fluoresceina para la CDF. 63X.

Los datos cuantitativos de intensidad de fluorescencia de muestran el la Fig. 9. Después de 30
minutos de ausencia de glucosa se observd un aumento importante en los niveles de
ERO por lo que la fluorescencia se midié a tiempos méas cortos para observar el comportamiento

de dicho incremento (Figura 9). En el caso de la DCF (Figura 9B) el aumento comienza desde los



10 minutos, sin embargo el pico de produccién de ERO se da a la media hora, a este tiempo la
fluorescencia se incrementa mas que en cualquier otra condicion y si se aumenta el tiempo de
exposicion se observa menor intensidad de fluorescencia (Figura 9B). La fluorescencia emitida por
el etidio, aunque también comienza a aumentar gradualmente desde los 10 minutos, alcanza el pico

después de 1 h, y ésta se mantiene con una intensidad similar hasta las 4 h (Figura 9A).
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Figura 9. Aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno inducido por la ausencia de
glucosa. Las células se incubaron con dihidroetidina para detectar la presencia indirecta de anién
superoxido durante los tiempos sefialados, y B con carboxy-diclorodihidrofluoresceina diaceto, para
detectar la presencia de ERO a diferentes tiempos. Los datos estan expresados como el promedio
de la intensidad de fluorescencia de 4-7 experimentos independientes y se analizaron por medio de
la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Fisher de comparacién multiple.
BP<0.05 con respecto al control (AG ausencia de glucosa).
Para determinar la relacion entre la excitotoxicidad y la producciéon de ERO, se cuantificaron los
cambios en la fluorescencia utilizando los mismos marcadores, incubando las células durante 30
minutos en medio sin glucosa y en presencia de los antagonistas de los NMDAR, MK-801 y no-
NMDAR, NBQX asi como de los antioxidantes, vitamina E, ebselen y NDGA (Figura 10). Los
farmacos se incubaron durante 30 minutos en el medio sin glucosa en las siguientes
concentraciones: MK-801, 10 uM, NBQX, 50 puM, vitamina, E 1.2 mM, NDGA, 100 pM y

ebselen, 10 uM.
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Figura 10. Efecto de los antagonistas MK-801 y NBQX, y de los antioxidantes vitamina E,
ebselen y NDGA en la generacion de ERO inducida por la exposicién durante 30 minutos a un
medio sin glucosa. Los datos estan expresados como el promedio de la intensidad de
fluorescencia de 3-5 experimentos independientes y se analizaron por medio de la prueba de
ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Fisher de comparacion mdltiple. *P<0.05
con respecto al control y 5P<0.05 con respecto a 30 minutos. AG, ausencia de glucosa.

El antagonista de los NMDAR, MK-801 redujo significativamente la fluorescencia de cada
marcador; las células conservan su morfologia (Figura 11) y la marca que generan es muy similar
a la presente en los cultivos control. Esto sugiere que el aumento en las ERO esta mediada por
los receptores NMDA. EI NBQX no redujo la intensidad de la fluorescencia emitida por ninguno
de los marcadores.

La vitamina E tiene un efecto similar, disminuyendo la fluorescencia de ambos marcadores y
preservando parcialmente la morfologia neuronal, ya que las células se ven un poco hinchadas
pero los procesos se preservan (Figura 11). EI NDGA redujo Unicamente la intensidad de la
fluorescencia emitida por la DCF, y el ebselen no s6lo no evit6 la produccién de ERO sino que
ademas parece afectar a las células ya que las células se observan morfolégicamente dafiadas

(datos no mostrados).
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Figura 11. Efecto de los antagonistas MK-801 y NBQX y de la vitamina E en la generacién de
ERO después de 30 minutos de ausencia de glucosa. De izquierda a derecha: campo claro,
filtro de rodamina para el etidio y fluoresceina para la CDF 63X.

El efecto en la viabilidad celular de los inhibidores de enzimas que generan radicales libres se
evalué después de incubar las células durante 1 hora en medio sin glucosa en todos los casos.
Este tiempo se eligié porque el aumento en la generacion de ERO es, al parecer, un evento
temprano, y por tanto los mecanismos generadores de ERO deben activarse a tiempos cortos, al
igual que la disminucion en los niveles de ATP y el aumento en la concentracion extracelular de

glutamato.



La apocinina, inhibidor de la enzima NADPH oxidasa, se probd a varias concentraciones pero
ninguna de ellas tuvo un efecto protector. El alopurinol, un inhibidor de la enzima xantina
oxidasa tampoco tuvo efecto alguno en la viabilidad celular a las concentraciones utilizadas
(Figura 12). Por otro lado se utilizo vitamina E a diferentes concentraciones y a pesar de que si
previene el aumento de ERO, su efecto en la viabilidad no es significativo.
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Figura 12. Evaluacion de la participacién dos mecanismos enzimaticos y de un antioxidante
sobre la viabilidad celular en condiciones de deprivacion de glucosa. La apocinina, inhibidor de
la enzima NADPH oxidasa, el alopurinol, un inhibidor de la enzima xantina oxidasa, y la
vitamina E fueron expuestos a las concentraciones indicadas durante 1 hora de ausencia de
glucosa. La viabilidad se midié 24 horas después. Los datos estan expresados como por ciento
del control £ ES. Los datos se analizaron por medio de la prueba de ANOVA de una via
seguida de una prueba post-hoc Fisher de comparacion multiple. *P<0.05 con respecto al
control. AG, ausencia de glucosa.



Discusion

Desde hace varias décadas se sabe que cuando existe una deficiencia energética como la
ocasionada por la falta de glucosa o a la inhibicién de su metabolismo, se favorece el dafio
excitotéxico. En el modelo de inhibicion glucolitica por yodoacetato, se ha observado que el
mecanismo de dafio es de tipo excitotdéxico cuando la inhibicién es moderada y los niveles de
ATP no disminuyen completamente. Debido que este compuesto inhibe a la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, que ademas de su funcién en la glucolisis, participa en
la regulacién de procesos como la replicacion y reparacion del DNA, la exportacion del RNA
nuclear, la organizacion del citoesqueleto, la exocitosis y la muerte celular programada, se
decidi6 estudiar la participacion de la excitotoxicidad en la muerte, inhibiendo otra enzima de la
misma via, la enolasa, utilizando NaF. Los resultados corroboraron gue un mecanismo
excitotdxico participa en el dafio neuronal inducido por la falla glucolitica, ya que en este modelo
el dafio fue prevenido por los antagonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato. Estos
resultados estan de acuerdo con estudios pioneros que demostraron que la administracion de los
antagonistas de los receptores NMDA previenen el dafio hipoglucémico inducido en animales
experimentales por la administracion de insulina. Ademas la eliminacion de las fibras
glutamatérgicas cortico-estratiales disminuye el dafio neuronal en el estriado (22-23).

Con el fin de mimetizar mejor una condicion hipoglucémica se estudié la muerte neuronal en
neuronas cultivadas del hipocampo, una de las regiones mas vulnerables a la hipoglucemia (21),
sometidos a la ausencia de glucosa. En este modelo el antagonista de los NMDAR, MK-801,
previno significativamente el dafio neuronal, aun cuando los periodos de privacion de glucosa
fueron largos (6, 8 y 24 h). EI NBQX tuvo un efecto menor pero significativo sobre la viabilidad
celular, con excepcion del dafio producido por la exposicion a la ausencia de glucosa durante 1 h.
Estos resultados sugieren que durante un periodo mas corto de ausencia de glucosa los
principales receptores involucrados en la muerte son los NMDA, mientras que cuando el
estimulo se prolonga los receptores no-NMDA participan de manera mas importante en el dafio.
Los resultados indican que en el modelo de privacion de glucosa dafio el celular estd mediado por
un mecanismo excitotoxico, por esta razon decidimos evaluar la liberacion de aminoacidos
excitadores.

La liberacién de aminoécidos excitadores principalmente aspartato al medio extracelular se ha

reportado ocurre en la hipoglucemia (46). En nuestras condiciones experimentales observamos



que se libera principalmente glutamato a tiempos cortos (1 hora), y que este aumento no es
prevenido si se bloquean los iGIuRs. La concentracion de glutamato observada después 1 hora de
ausencia de glucosa es una concentracion toxica (2) por lo cual puede decirse que el de dafio esta
mediado por el glutamato liberado, aunque no podemos descartar la activacion de los receptores
NMDA por la falla energética (debido a la liberacion del ién Mg* del poro del canal del
NMDAR) involucrando también un mecanismos de excitotoxicidad secundaria (10). En estas
condiciones ni el Mk-801 ni el NBQX previenen la liberacion de glutamato, pero si tienen un
efecto positivo sobre la viabilidad celular, lo cual puede deberse a que aunque haya mas
glutamato en el medio éste no puede actuar sobre sus receptores ya que Se encuentran
bloqueados.

Por otro lado, en este tiempo no se encontrd un aumento significativo en los niveles de aspartato
extracelular, lo cual que sugiere que el equilibrio de la reaccion de transaminacién mediada por
la aspartato aminotransferasa no esta alterado y que en estas condiciones el glutamato no se
metaboliza a a-cetoglutarato sino que esta disponible para liberarse de las neuronas.

A tiempos mas largos (4 horas) la concentracion de glutamato aumenta 16 veces probablemente
debido a fuga por dafio celular, ya que a este tiempo alrededor del 70% de las células estan
muertas a este tiempo. Esta hipotesis es posible ya que el MK-801 previene este aumento aunque
los niveles remanentes del aminoacido siguen siendo téxicos. Sin embargo, debido a que este
compuesto blogquea a los receptores aungue la concentracion de glutamato en el medio sea alta,
los receptores estarian bloqueados previniendo el dafio. Ademas dado que aumenta la viabilidad
celular evita la fuga del aminoécido debida al dafio. EI NBQX no tiene efecto alguno en la
liberacion de ambos aminoacidos probablemente debido a que su contribucién a la viabilidad
celular es menor.

A este tiempo se observé un aumento en los niveles de aspartato extracelular, el cual solo se
previno con el MK-801. De igual forma, este aumento podria deberse fuga por dafio ya que a este
tiempo alrededor del 70% de las células estan muertas.

Dado que no se observo liberacion de aspartato 1 hora después de ausencia de glucosa, en un
principio se considerd que el estimulo no era tan severo como para cambiar el equilibrio de la
reaccion de la aspartato-amino transferasa hacia al aspartato, y que el glutamato no estaria
utilizdndose como metabolito en el ciclo de Krebs. Para evaluar esta posibilidad se cuantificaron
los niveles de ATP después de exponer las células al medio sin glucosa. A los 15 minutos los



niveles de ATP disminuyen un 75% con respecto al control. De los 30 minutos y hasta las dos
hora disminuyen hasta en un 80% y a las 4 horas disminuyen hasta un 90%. Cuando se deja a las
células recuperar en un medio con glucosa durante 3 h, después de 1 h de privacion de glucosa,
niveles de ATP son muy similares a los observados después de 4 horas seguidas de privacién de
glucosa. Este resultado sugiere que pesar de la reintroduccion de glucosa los niveles de ATP no
se recuperan, lo que podria deberse a que el ATP que se sintetiza en el medio de recuperacion
podria estarse utilizando rapidamente, por ejemplo para restablecer los gradientes ionicos a
través de la ATPasa de Na'/K", o para contrarrestar (a través de mecanismos dependientes de
ATP) el dafio originado. Otra explicacion podria ser que las células dafiadas pierden la
capacidad de sintetizar ATP aunque la glucosa esté disponible de nuevo. De acuerdo a los datos
de sobrevivencia aproximadamante el 50% de las células sobreviven en esta condicion aun
cuando los niveles de ATP estan muy reducidos.

El aumento en la concentracion extracelular de glutamato y la disminucion severa en los niveles
de ATP a tiempos cortos de ausencia de glucosa sugieren que los mecanismos involucrados en el
dafo son rapidos y que si el estimulo se prolonga se exacerban.

El aumento en la generacion de ERO también es un evento temprano. Se observd un aumento
significativo en la fluorescencia emitida por el etidio a partir de los 10 minutos de exposicion a
medio sin glucosa, y un pico de generacion después de 1 h. El pico de produccion de ERO
capaces de oxidar a la carboxy-H,DCFDA, en cambio, se presenta a los 30 min y la produccion
de ERO conforme aumenta el tiempo de exposicion. La produccion de ERO como consecuencia
de la deficiencia de glucosa o de la inhibicién farmacoldgica de la glucdlisis ha sido reportada en
otros modelos celulares (31-33). En estos se ha sugerido que las ERO juegan un papel
importante dentro de los mecanismos generadores de dafio bajo estas condiciones.

En nuestras condiciones, observamos que el dafio neuronal tiene un componente excitotoxico, y
que aumenta la produccion de ERO. Para determinar la relacion entre ambos procesos evaluamos
la produccion de ERO durante la ausencia de glucosa en presencia de los antagonistas de los
iGIuRs. ElI MK-801 previno la generacion de ERO marcados tanto por la CDF como por el
etidio, sugiriendo que la produccion de ERO esta relacionada con la activaciéon de los NMDAR y
por tanto con la excitotoxicidad.

La produccion de ERO puede explicarse por la activacion de diversos sistemas por el influjo de

calcio através de los NMDAR. Los iones calcio pueden favorecer la produccion de O,e” a través



de la activacion de la xantina oxidasa, por la sobrecarga de calcio mitocondrial, o por la
activacion de NOS induciendo la formacion de NO. ElI NO reacciona con el O, para formar una
ERN maés reactiva, el peroxinitrito ONOO™. Ademas el O™ puede ser convertido en H,O, y OH".
El calcio activa ademas a la enzima fosfolipasa A, que degrada componentes de la membrana
celular y origina la liberacion de acido araquidénico cuyo metabolismo genera radicales libres.
De esta forma la excesiva activacion de los receptores glutamatérgicos conlleva al dafio
oxidativo. Por otra parte la NADPH oxidasa es otra enzima generadora de O,¢” cuya actividad se
ha observado durante de la reintroduccién de glucosa después de un periodo de ausencia de ésta
(38).

El aumento en las ERO solo se previno utilizando una concentracion alta de vitamina E pero
ninguno de los antioxidantes utilizados ni de los inhibidores de las distintas enzimas tuvo efecto
alguno sobre la viabilidad celular ni en la generacion de ERO. La vitamina E tampoco redujo la
muerte neuronal. En trabajos previos se ha mostrado que la eficiencia de antioxidantes como el
trolox sélo es significativa unicamente cuando se coincuba con antagonistas de los NMDAR
como el dextrofano (35), por lo que posiblemente no es suficiente contrarestar las ERO o las
ERN para prevenir la muerte neuronal sino que ademas es necesario bloquear los NMDAR.
Tampoco se ha obsrvado efecto protector de inhibidores de enzimas que generan radicales libres
(como el alopurinol y el L-NAME, que inhiben a la xantina oxidasa y a la NOS,
respectivamente) en otros modelos celulares (30). Estos resultados podrian deberse a que la
inhibicion de una sola enzima activada por calcio podria no ser suficiente para contrarrestar el
dafio dado que otras enzimas o sistemas generadores de ERO o ERN seguirian activos. Sin
embargo, de acuerdo a los presentes resultados el bloqueo de los NMDAR, esto es suficiente
para evitar la produccion de ERO inducida por la ausencia de glucosa, sugiriendo que la entrada

de calcio por estos receptores juega un papel importante en este proceso.



Conclusiones

La muerte inducida en condiciones de privacion de glucosa se origina por un proceso de
excitotoxicidad clasica en el que la produccion de ERO depende de la activacion de los
NMDAR. Durante la ausencia de glucosa se producen especies reactivas, aunque su papel en el

dafio neuronal todavia no es claro.

Perspectivas

Este estudio nos permitié establecer que la activacion de los NMDAR tiene como consecuencia
la produccion de ERO. Aun falta conocer cuales son las fuentes productoras de dichas especies,
su relacién con el aumento en la concentracién intracelular de calcio y su papel en la muerte de

las neuronas
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