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Resumen

La glucosa es el principal sustrato del metabolismo energético neuronal. Cuando los
niveles de glucosa disminuyen durante la hipoglucemia, se produce muerte neuronal a
causa de la disminucion en los niveles de ATP, lo cual conlleva a la pérdida de los
gradientes i6nicos, al aumento de la concentracién &ei@eacelular y liberacion de
aminoacidos excitadores. Se ha propuesto que la excitotoxicidad subsecuente a la
liberacidén de glutamato y aspartato es el mecanismo responsable de la muerte neuronal
en estas condiciones. También se ha propuesto que el estrés oxidativo es un factor que
contribuye a la muerte neuronal en la hipoglucemia, ya que se ha observado un aumento
temprano en la produccion de especies reactivas (ER) en esta condicién. No obstante, la
fuente de dichas especies no se conoce del todo. En el presente trabajo, examinamos las
vias de produccion de ER y su contribucion a la muerte neuronal inducida por la
ausencia de glucosa (AG) en neuronas cultivadas de hipocampo de rata. Se observo un
rapido incremento en la produccion de ER que concuerda con un aumento en la
concentracién de Gh intracelular. Ademas, determinamos que la produccién de
superoxido a través de la actividad de la xantina oxidasa (XaO) y de la fosfolijpasa A
(cPLA,) contribuye a la muerte neuronal, ya que su inhibicion protegio a las células en
contra de la muerte. La inhibicion de la cRLA de la NADPH oxidasa (NOX)
disminuyo la produccion de especies reactivas a tiempos cortos de AG, mientras que la
inhibicion de la XaO tuvo efecto a tiempos mas largos de AG. La Oxido nitrico sintasa
(NOS) parece no estar involucrada, ya que su inhibicién no tuvo efecto alguno sobre la
produccion de ER ni sobre la muerte neuronal. Los antioxidantes trolox y ebselen
disminuyeron la produccion de ER y protegieron en contra de la muerte neuronal. En
resumen, los presentes resultados muestran que la AG causa un aumento en la
produccién de ER por mecanismos dependientes tleldCeual contribuye a la muerte

neuronal.



1. Introduccion
1.1 La glucosa en el Sistema Nervioso Central

El cerebro es un 6rgano con una alta demanda energética, semejante a la de érganos
gue llevan a cabo trabajo mecanico como el musculo o el corazén. Del peso total del
cuerpo humano, el cerebro representa aproximadamente el 2% y se estima que utiliza
alrededor del 20% de la energia total del mismo en estado de reposo para llevar a cabo
sus funciones de manera 6ptima (Attwell y Laughlin, 2001).
La alta demanda energética del cerebro se debe a la gran cantidad de energia necesaria
para mantener el potencial de membrana y funciones relacionadas con la sefalizacion.
Se estima que el cerebro utiliza alrededor del 75% de la energia en funciones
relacionadas con la sefializacién, mientras que el 25% restante lo utiliza en funciones
esenciales como la sintesis y degradacion de proteinas, nucleétidos y fosfolipidos, el
transporte axoplasmico, asi como para prevenir la fuga de protones en la mitocondria
(Attwell y Gibb, 2005).
Ademas, la eficiencia del cerebro para almacenar sustratos energéticos como el
glucogeno es baja, por lo que depende del aporte continuo de ciertos sustratos,
principalmente la glucosa, los cuales son transportados del torrente sanguineo hasta el
cerebro por medio de trasportadores especificos situados en la barrera hematoencefalica
(Spector, 2009), la cual esta formada por células endoteliales de los capilares cerebrales
y separa a la sangre del fluido intersticial del cerebro (Abbott et al.,2006).
El principal sustrato del metabolismo energético neuronal es la glucosa, aunque, en
ciertas condiciones como durante la lactancia o el ayuno prolongado, las neuronas son
capaces de utilizar acidos monocarboxilicos incluyendo el lactato y los cuerpos
cetonicos como el acetoacetato ypdiidroxi-butirato; sin embargo, la concentracion

sanguinea de éstos es muy inferior a la de la glucosa (Nehlig y de Vasoncelos, 1993).



La glucosa se obtiene a través de la ingesta de alimentos, o bien puede producirse de
manera enddgena a partir de compuestos de tres carbonos como el piruvato, el lactato y
el glicerol; asi como algunos aminodacidos a través de la gluconeogénesis, y por el
rompimiento del glucégeno o glucogendlisis que ocurre principalmente en el higado
(Nelson y Cox, 2000).

Los niveles de glucosa en la sangre estan controlados por la accién conjunta de la
insulina y el glucagén, entre otras hormonas, sobre el higado, el musculo y el tejido
adiposo (Mayes, 1984), lo cual permite que se mantenga una concentracion determinada
de glucosa y evita fluctuaciones causadas por la ingesta de alimentos y el ejercicio
vigoroso. Un aumento en la concentracion sanguinea de glucosa estimula a lag células
pancredticas a liberar insulina, la cual aumenta la captura de glucosa y favorece la
sintesis de glucégeno vy triacilgliceroles (Barret, 2009; Suchy, 2009). Por otro lado, la
disminucién en los niveles de glucosa estimula la liberacion de glucagén de las células
a pancreaticas, lo cual estimula el rompimiento diet@geno del higado y la oxidacion

de acidos grasos (Nelson y Cox, 2001; Barrett, 2009). En condiciones de ayuno
prolongado, la disminucién de insulina y el aumento en los niveles de glucagon,
promueve la oxidacion de los acidos grasos a cuerpos cetonicos en el higado, los cueles
pueden ser liberados a la sangre y ser utilizados como sustratos energéticos en el

cerebro (Barret, 2009).

1.1 Transporte de glucosa

El transporte de glucosa del torrente sanguineo hacia el cerebro se lleva a cabo por
transportadores localizados en las células endoteliales que forman la barrera
hematoencefalica. Estos transportan la glucosa del torrente sanguineo hasta el fluido
intersticial. También se localizan en la membrana plasmatica de las células donde se

encargan de transportar la glucosa del medio extracelular hacia el interior de las células.



Hasta la fecha se han identificado doce tipos de transportadores de glucosa, los cuales
pueden ser dependientes o independientes de insulina, denominados GLUT1-GLUT12,
cada uno de los cuales esta conformado por doce segmentos transmembranales con sus
respectivos extremos carboxilo(C-) y amino(N-) terminal situados en la parte
citoplasmatica 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, GLUT1, GLUT3, GLUT4 y GLUT5 (Simpson et al., 2007).

El transportador GLUT1 es un transportador independiente de insulina, se expresa en
astrocitos y células endoteliales de la barrera hematoencefélica. La isoforma 55kDa de
este transportador se localiza en células endoteliales mientras que la isoforma 45kDa se
localiza en la membrana plasmética de los astrocitos. EI GLUT3 se expresa
predominantemente en neuronas, en la membrana plasmatica y aunque en menor
cantidad, en las vesiculas intracelulares no sinapticas. Se localiza principalmente en
estructuras de la materia gris y en la neurohipdfisis. Este también es un transportador
independiente de insulina. Ademas, tiene una gran capacidad para transportar la
glucosa. El GLUT4 es un transportador dependiente de insulina y se encuentra en
neuronas y el GLUT5 esta presente basicamente en microglia (Vannucci et al., 1997;
Dwyer et al., 2002).

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 (Vannucci et al., 1998).

La expresion de los dos principales transportadores de glucosa en el cerebro, GLUT1 y
GLUTS3, esta regulada de acuerdo a la demanda metabdlica y a la tasa de utilizacion de
energia en las diferentes regiones. 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 (Vannucci y Simpson, 2003).



También existen transportadores de acidos monocarboxilicos conocidos como MCT de
los cuales existen 14 subtipos (MCT1-MCT14). En el cerebro se han identificado
basicamente el MCT1 y MCT2. Dichos transportadores son abundantes en el cerebro en
desarrollo, consistentemente con el transporte de cuerpos cetdnicos al cerebro durante el
periodo de amamantamiento, y su contenido se recude en etapas posteriores aunque se

mantienen presentes en cerebro adulto (Pierre y Pellerin, 2005).

1.3 Sintesis de ATP

La oxidacion de la glucosa se lleva a cabo en el citoplasma a través de una serie de
reacciones que integran la via metabdlica conocida como glucdlisis. La oxidacion de
una molécula de glucosa por esta via genera dos moléculas de ATP y dos moléculas de
piruvato.

El piruvato es transportado a la mitocondria para ser oxidado a acetilcoenzima A
(AcetilCoA), la cual es metabolizada a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos a
didéxido de carbono y equivalentes reductores (NADH, FAD¥dr cada molécula de
piruvato dentro de la matriz mitocondrial. Los equivalentes reductores son transportados
a través de la cadena transportadora de electrones mitocondrial generando el gradiente
protdbn motriz necesario para la formacion de ATP a partir de ADP, utilizando al
oxigeno como aceptor final de electrones (Mitchell, 1966)

En total, una molécula de glucosa metabolizada a través de la glucdlisis, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa produce 30 o 32 moléculas de ATP.

Bajo condiciones anaerodbicas, el piruvato es convertido a lactato, lo que ademas
permite la regeneracion del nicotinamida adenin dinucleétido (NA&encial 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 nicotinamida adenin dinucléotido fosfato reducido



(NADPH) a través de la deshidrogenacion de la glucosa-6-fosfato a ribulosa-5-fosfato, a
través de dos reacciones limitantes en esta ruta metabdlica debido a que el cociente
NADP/NAPDH es el factor que determina la entrada de la glucosa-6-fosfato a esta via.
Si un alto poder reductor es requerido, es decir, cuando los niveles de NADPH
disminuyen, se activa esta ruta metabdlica para generar nuevos equivalentes reductores.
De esta forma, la glucosa, principal substrato energético del cerebro, produce dos
fuentes de energia: ATP y equivalentes reductores (Nelson y Cox, 2000).

La reaccién global de la glucdlisis es la siguiente:

Glucosa + 2NAD™ + 2 ADP + 2Pi — 2Piruvato + 2NADH + 2H" + 2ATP + 2H,0

2. Hipoglucemia

En los afios 30's la hipoglucemia fue introducida por Manfred Sakel como un
tratamiento en la psiquiatria (Sakel, 1937), en tanto que la insulina se utilizaba para
tratar desordenes como la esquizofrenia y la adiccion a las drogas. Para entonces se
sabia que un periodo de coma hipoglucémico con una duracion de 30 minutos resultaba
en un estado de coma reversible (Baker 1938, Fazekas et al., 1951), mientras que un
periodo mayor implicaba un coma irreversible. Los avances en el conocimiento de este
fendmeno indican que esto se debe a la menor necrosis neuronal que ocurre durante un
periodo de 30 minutos comparado con la amplificacion del dafio hacia areas corticales
después de un periodo de 60 minutos (Auer et al., 1984a). En la actualidad han quedado
en desuso los tratamientos hipoglucemiantes para tratar desérdenes psiquiatricos o de

adiccion a drogas.

2.1 Caracteristicas de la hipoglucemia
La hipoglucemia esta clasificada dentro de las encefalopatias metabodlicas. Es un

desorden fisioldégico que se define como la disminucidén en los niveles sanguineos de



glucosa (del griegbypos glykys haima). En general, las causas mas comunes son los
tratamientos que incluyen insulina o sulfonilureas, los trastornos enddécrinos, desordenes
hepaticos, fallas renales, desnutricion, trasplante de islotes de pancreas o insulinomas.
En los neonatos, esta condicion es mas comun, originando desdrdenes neuroldgicos o
incluso la muerte; ademas, también es frecuente en la nifilez debido a desodrdenes
enddocrinos, como la produccién inadecuada de glucosa, o el incremento en su
utilizacion. La hipoglucemia se presenta mas comunmente como un efecto adverso en el
tratamiento de la diabetes, conocida como hipoglucemia iatrogénica, que se desarrolla
cuando los enfermos exceden la dosis de insulina, y es mas comun en los pacientes que
padecen diabetes tipo | y en estadios avanzados de los que padecen diabetes tipo Il. La
hipoglucemia iatrogénica resulta tanto del exceso en la dosis de insulina como de la
afectaciébn en la respuesta contrarreguladora que corrige los niveles de glucosa
sanguinea (Cyer, 2007).

En condiciones fisiologicas, la concentracion de la glucosa en el torrente sanguineo es
de 90-100 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 50 mg/dl o por debajo de este valor se considera un estado de
hipoglucemia (Davidson, 2009).

Durante la hipoglucemia se activan mecanismos para contrarrestar la disminucion en los
niveles de glucosa. Cuando los niveles de glucosa estan por debajo de 81 mg/dl cesa la
secrecion de insulina, mientras que a concentraciones por debajo de 68 mg/dl aumenta
la secrecion de epinefrina y glucagén. Sin embargo, si la concentracion de glucosa
sanguinea sigue disminuyendo y alcanza valores de 54 mg/dl se presenta la respuesta
simpatoadrenal o autdnoma, la cual es responsable de los sintomas autonémicos o
neurogénicos como son el aumento del ritmo cardiaco, sudoracion, debilidad,

irritabilidad, ansiedad y temblores (Cryer, 2007). Los sintomas neurolégicos o



neuroglucopénicos que resultan de la privacion de glucosa cerebral se presentan casi a
los mismos niveles de glucosa que los sintomas autondmicos, los cuales incluyen
sensacion de calor, debilidad, fatiga, dificultad para pensar, confusion, fallas en la
vision y dolor de cabeza. La percepcion de los sintomas neurogénicos dispara la
respuesta conductual que lleva a la ingesta de alimentos y corrige el estado
hipoglucémico (Cryer, 2007).

Sin embargo, en los pacientes que padecen diabetes tipo | tratados con administracion
de insulina, los niveles de ésta no disminuyen conforme los niveles de glucosa decrecen
y la falla en la secrecién tanto del glucagéon como de la epinefrina causa que la respuesta
contrarreguladora no se lleve a cabo adecuadamente (Cryer, 2006). La falla en la
respuesta simpatoadrenal causa inadvertencia del episodio hipoglucémico. Se ha
sugerido que episodios previos de hipoglucemia recurrente causan tanto fallas en la
contrarregulaciéon como la inadvertencia de un episodio hipoglucémico posterior (Cryer,
2006). En estos pacientes los rangos glucémicos en los que se presentan las respuestas
simpatoadrenal y neurogénicas cambian y se presentan a concentraciones de glucosa
mas bajas ocasionando que la hipoglucemia pase inadvertida. La hipoglucemia
precedente causa entonces un circulo vicioso de hipoglucemia recurrente asi como
deterioro posterior en la respuesta contrarreguladora (Cryer, 2003). Si esta respuesta
falla y los niveles de glucosa contindan disminuyendo se presenta deterioro cognitivo,
crisis epilépticas, coma (40 mg/dl, dafio cerebral funcional) y, dependiendo de la
duracién del coma, muerte neuronal cuando los niveles de glucosa disminuyen por

debajo de los 20 mg/dl (Cyer, 2007).

2.2 Hipoglucemia y dafio neuronal

La hipoglucemia causa dafio cerebral aun cuando la funcidn cardiaca permanece intacta.



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 1 mM (18 mg/dl), causando un estado de coma (Figura 1) en el

modelo murino (Auer, 2004).

1sec{200 uV

Figura 1. Cambios en el electroencefalograma (EEG) durante la hipoglucemia inducida por la
administracion de insulind, patron normal del EE® administracion de insulina, seuestra el EEG al

inicio de la hipoglucemia: las ondas se hacen mas lentas y de mayor an@plitudnterior se hace mas
evidentesD, se observa actividad paroxisti¢B:D transcurren 1.5 horas aproximadamente después de la
administracion de insulind}, se suprime la actividad eléctrida; el EGG se torna isoeléctricG, se

observa la recuperacion de la actividad cerebral 30 minutos después de la administracién de glucosa, el
EEG comienza a normalizarse (Suh et al., 2003).

La tasa metabdlica del cerebro decrece cuando el flujo glucolitico disminuye durante la
hipoglucemia. Como consecuencia del fallo energético ocasionado por la disminucion
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
inorganico y ADP. Sin embargo, es hasta que se presenta el periodo isoeléctrico cuando
los niveles de ATP decrecen hasta un 40 % y siguen disminuyendo mientras avanza el
estado de coma, lo que sugiere que también se agotan otros sustratos metabdlicos,
originando un déficit energético severo (Auer et al., 1984b). Dicho déficit da lugar a

cambios en las concentraciones idnicas; durante los primeros minutos del periodo
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isoeléctrico hay un aumento en la concentracion dextracelular y CH intracelular,

gue después de unos minutos se normaliza parcialmente, para después volver a
aumentar y disminuir, respectivamente. Esto se debe a la falla en el funcionamiento de
la ATPasa de N&K™ dando lugar a la despolarizacion de la membrana, y a la liberacion
principalmente de aspartato asi como de glutamato (Sandberg et al., 1986).

Debido a la disminucion de los niveles de piruvato y AcCoA, el oxaloacetato se
acumula, y el equilibrio de la reaccién de la aspartato aminotransferasa se desplaza
hacia el aspartato aumentando sus niveles intracelulares. El glutamato es utilizado como
substrato en el ciclo de Krebs a través de su transformacicet@glutarato. Por esta

razon hay mas aspartato que glutamato disponible para ser liberado (Auer, 2004).

El aumento en la concentracion extracelular de amino&cidos excitadores, entre otras
evidencias, sugiere que el mecanismo de dafio neuronal en la hipoglucemia se debe a la
sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos, fenémeno descrito desde hace
algunas décadas y denominado excitotoxicidad (Sandberg et al., 1986, Wieloch, 1985).
Sin embargo, también se ha sugerido que existe un componente en el dafio originado
por el estrés oxidativo (Patockova et al., 2003; Singh et al., 2004; Suh et al., 2007).
Ambos mecanismos se explicaran mas adelante, asi como las evidencias que apoyan su

participacion en la muerte neuronal hipoglucémica.

3. Transmision glutamateérgica

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

Herrling, 1991; Hassel y Dingledine, 2006).
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Un gran numero de neuronas en el SNC utilizan al glutamato como neurotransmisor. Se
ha sugerido que aproximadamente el 80-90% de la sinapsis excitadoras son
glutamatérgicas aungque hay variaciones en esta estimacion (Braitenberg y Schuz, 1998).
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 (Attwell y Laughlin, 2001).

Ademas de su papel como neurotransmisor, el glutamato es precursor de la sintesis del
acidoy-aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor ibidlor, y de la glutamina

en las células gliales (Yudkoff et al., 1993; Palmada y Centelles, 1998). Ademas, forma
parte de proteinas y de péptidos como el glutation, que es parte de las defensas
antioxidantes del cerebro (Dringen, 2000).

El glutamato se sintetiza como parte del metabolismo de la glucosa y aminoacidos a
través de la glucolisis y del ciclo de Krebs, a partirodettoglutarato por medio de una
reaccion de transaminacion. El esqueleto de carbén 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 (Mason et al., 1992).

Una vez sintetizado, el glutamato se almacena en vesiculas localizadas en la terminal
presinaptica. 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 de la membrana vesicular 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.
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3.1 Receptores al glutamato

De manera general, los receptores a glutamato se dividen en receptores ionotropicos
(iGIuRs) y metabotropicos (mGIluRs). Los iGluRs son canales idnicos que al unir
glutamato cambian su conformacion abriéndose y permitiendo la entrada de ciertos
iones al medio intracelular. Los mGIuRs no permiten el flujo de iones, son receptores
activados por ligando y acoplados a proteinas G, cuya funcion es desencadenar vias de

transduccion de segundos mensajeros (Tabla 1).

Receptores a Glutamato

Receptoresionotrdpicos Receptores metabotropicos
iGIuRs mGIuRs
NMDA no-NMDA Grupo | Grupo ll Grupo lll

AMPA KA
NR1 GluR1 GIuR5 mGlurl mGIluR2 mGluR4

GluR2 GluR6 mGIuRS5 mGIuR3 mGIuR6
NR2A GluR3 GluR7 mGluR7
NR2B GluR4 mMGIuR8
NR2C KA1
NR2D KA2
NR3A
NR3B

PLC AC

Ca%t Na+ IP3 L cAMP J cAMP
Na+ (Ca?) Ca?

Tabla 1. Receptores a glutamato. Los receptores a glutamato se dividen en ionotrépicos (iGIuRs) y
metabotropicos (MGIuRs) y estan formados por diferentes subunidades. Los iGIuRs son canales iénicos
gue permiten el paso de ciertos iones, mientras que los mMGIuRs son receptores acoplados a proteinas G
gue activan vias sefializacion a través de la activacion de la fosfolipasa C (PLC) o inhibicién (adenilato

ciclasa (AC).

Receptores ionotropicos
En los receptores ionotrépicos, el sitio de unién al agonista y el canal iénico asociado

forman parte del mismo complejo macromolecular. La unién del agonista genera un
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cambio conformacional en el receptor lo cual aumenta la probabilidad de apertura del
canal. Los receptores de tipo ionotrépico se dividen en dos: los de tipo NMDA
(RNMDA), denominados de este modo porque su agonista exdgeno es el N-metil-D-
aspartato (NMDA); y los no-NMDA, dentro de los que se encuentran los receptores de
tipo AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionato) ysloeceptores de tipo
kainato (KA). Estos receptores se denominan no-NMDA porque comparten ciertas
caracteristicas que los hacen muy diferentes a los RNMDA (Lodge, 1997).

La afinidad por el glutamato varia dependiendo del tipo de receptor. tkadeC
glutamato para el receptor NMDA es de aproximadamente 1 pumol/l mientras que para
el receptor AMPA es de 400 umol/l (Dingledine et al., 1999). Algunas moléculas
endodgenas también activan al receptor NMDA, algunas de ellas al igual que el
glutamato son aminoacidos como el aspartato y el homocisteato.

El receptor canal activado por ligando es funcional cuando se ensamblan las diferentes
subunidades en tetrameros. El ensamblaje de diferentes combinaciones de subunidades
genera receptores con caracteristicas funcionales diferentes.

Receptores NMDA

El receptor NMDA es un tetramero transmembranal que forma un poro permeable
principalmente a G4, asi como a Nay K*. Responde mas tardiamente al glutamato
que los receptores no-NMDA y contribuye con el componente lento de la corriente. La
disponibilidad de NMDA vy diferentes antagonistas especificos de este receptor,
permitié su caracterizacion, y de hecho fue el primero en ser aceptado como receptor
glutamatérgico (Lodge, 1997).

El RNMDA es uno de los receptores a neurotransmisores mas fuertemente regulado ya
que presenta minimo 6 sitios de unidn a distintos ligandos enddgenos que influyen
directamente en la probabilidad de apertura del canal. Entre estos sitios se encuentran

los de unién a los dos diferentes agonistas, glutamato y glicina, el sitio de unién a
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poliaminas, y diferentes sitios de reconocimiento par& Mg?" y H' que actian
inhibiendo el flujo de iones a través del receptor. El estado redox del receptor también
afecta su respuesta. Uno de los tres pares de residuos de cisteina debe estar reducido (lo
cual aumenta las corrientes mediadas por este receptor) u oxidado formando puentes
disulfuro (lo que reduce las corrientes) (Hassel y Dingledine, 2006).

Este receptor es el Unico que requiere la union simultanea de los dos diferentes
agonistas, glicina y glutamato, para su activacion. El sitio de unién a glicina en el
RNMDA es farmacoldogicamente distinto del sitio de unién al receptor de glicina, en
tanto que no se blogquea por estricnina y tampoco es activadeafgorifa.

El glutamato y la glicina acttian en conjunto para abrir el canal, sin embargo®el Mg
juega un papel determinante, ya que se une en un sitio en la boca del canal y su
remocién es necesaria para la apertura de éste, lo cual depende del voltaje (Nowak et al.,
1984). Otros bloqueadores del canal dependientes de voltaje son el antagonista no
competitivo, el maleato de dizocilpina (MK-801), la ketamina y la fenciclidina (Lodge,
1997). Otro inhibidor alostérico endégeno importante del RNMDA es “ellLHs
protones reducen la frecuencia de apertura del canal en los receptores que contienen la
subunidad NR2B, a un pH de 6 la activacion del receptor se suprime (Traynelis et al.,
1995).

Ademas de los mecanismos de regulacion anteriores, un mecanismo de inactivacion
dependiente de €ase lleva a cabo por la calmodulina. La entrada dé &4iva a la
calmodulina, que a su vez interactia con la subunidad NR1 lo cual causa la inactivacion
del receptor ya que se reducen el tiempo y la frecuencia de apertura del canal (Ehlers et
al., 1996). La fosfatasa dependiente d&'/€almodulina, calcineurina, también inactiva

a este receptor (Tong et al., 1995), lo cual sugiere que ambas reacciones son necesarias
en la modulacion del receptor, su desfosforilacion seguida de la unidon del complejo

C&*/calmodulina.
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Los RNMDA funcionan como heterotetrameros. A la fecha se han identificado 7
subunidades codificadas por diferentes genes: una NR1, cuatro NR2 (A-D) y dos NR3
(A y B) (Kew y Kemp, 2005). Los diferentes mRNA que codifican para las
subunidades del RNMDA estan distribuidos diferencialmente en el SNC al igual que los
MRNAs de otros receptores a glutamato. EIl mMRNA que codifica para la subunidad NR1
se encuentra practicamente en cualquier area del SNC, mientras que el mRNA de la
subunidad NR2A esté distribuido en todo el cerebro anterior y el cerebelo. La expresion
mas alta de la subunidad NR2B se ha localizado en el cerebro anterior mientras que el
MRNA de la subunidad NR2C se localiza en cerebelo donde el mensajero de la
subunidad NR2B no se ha detectado. La expresion de la subunidad NR2D al parecer es
complementaria a la de la NR2A ya que su expresion es alta en el cerebro medio y en el
cerebro posterior y es baja en el cerebro anterior (Monyer et al., 1992; 1994). NR3A se
expresa en la médula espinal y en la corteza (Wong et al., 2002), en tanto que NR3B se
localiza en las neuronas motoras de la médula espinal, en el puente y en la médula
oblonga (Matsuda et al., 2002).

Los heterotetrameros estan compuestos por la combinacién de las subunidades NR1,
NR2 y NR3. Para que un receptor sea funcional se requiere contenga la subunidad NR1
donde se encuentra el sitio de union a glicina y una o dos subunidades NR2 donde esta
el sitio de unién al glutamato. (Nishi, et al., 2001; Kew y Kemp, 2005).

La subunidad NR2 le confiere al canal algunas propiedades biofisicas y farmacoldgicas,
incluyendo la sensibilidad al zinc, al pH y a las poliaminas, la cinética de desactivacion,
la conductancia del canal y su interaccion con moléculas sefalizadoras intracelulares
(Traynelis et al., 1995).

Receptores no-NMDA

El estudio de la complejidad farmacoldgica de los receptores no-NMDA se retras6 con

respecto al de los NMDA debido a la falta de agonistas especificos. Los receptores
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AMPA y kainato se agrupan como receptores no-NMDA para diferenciarlos de los
NMDA, sin embargo poseen caracteristicas farmacoldgicas distintas entre si (Lodge,
1997).

Los receptores AMPA son responsables de la neurotransmisién excitadora rapida que
antecede la activacion del receptor NMDA. La entrada deaNeavés de este receptor
despolariza la neurona y permite la extrusién del iofi*Mdge bloquea el poro del canal

de los RNMDA (Mayer et al., 1984: Nowak et al., 1894).

Los receptores AMPA funcionan como tetrdmeros formados por cuatro subunidades
diferentes: GIuR1-GluR4 (Kew y Kemp, 2005). La subunidad que determina la
permeabilidad del receptor al calcio es la GIuR2. Un residuo de glutamina se localiza en
la misma posicion en las subunidades GIuR1, GIuR3 y GluR4, sin embargo, en la
subunidad GIuR2 se localiza una arginina por lo que se denomina sitio Q/R. La carga
positiva de la arginina repele al Capor lo que los receptores que no poseen la
subunidad GIluR2 no son permeables &' Qza secuencia en el gen de esta subunidad
tiene un codon de glutamina en el sitio Q/R, sin embargo éste es substituido por uno que
codifica para arginina, por un proceso de edicion del mRNA por accién de la adenosina
deaminasa. La deaminacion de la adenosina hace que el codon CAG se substituya por
CIG y se traduzca como arginina en vez de glutamina (Seeburg y Hartner, 2003). De qui
que la subnidad GIuR2 al estar editada impide el paso de los icfiek&mayor parte

de ésta subunidad esta editada por lo que naturalmente los receptores a AMPA no son
permeables a este cation, pero cuando ésta esta ausente, los receptores si presentan
permeabilidad al GA

Las subunidades GIuR2 y GIuR4 presentan variantes en el extremo C-terminal, que son
diferentes en longitud, y determinan la interaccibn con proteinas intracelulares

(Dingledine et al., 1999).
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Los receptores de tipo kainato estan formados por 4 subunidades de una familia de
cinco miembros GlurR5-7 y KA-1 y KA2, formando tetrameros en combinacion
heteromerica u homémerica combinando las diferentes subunidades. Los homodimeros
gue combinan las subunidades KA-1 y KA2 no forman receptores funcionales, pero
unen con gran afinidad al kainato y sus agonistas (Kew y Kemp, 2005). Las
subunidades GIuR5, 6 y 7 en cambio, forman receptores funcionales de composicion
homomeérica que se combinan con KA1 y KA2 formando receptores heteroméricos con
distintas propiedades farmacoldgicas (Alt et al., 2004). La mayoria de estos receptores
son sensibles tanto a AMPA como a kainico dependiendo de la combinacion de

subunidades.

Receptores Metabotropicos

Los mGIuRs son una familia de receptores acoplados a proteinas G que modulan la
transmision sinaptica lenta a través de segundos mensajeros intracelulares (Kew y
Kemp, 2005). A la fecha se han identificado ocho miembros de esta familia: mGIuR1-8,
agrupados en tres grupos de acuerdo a la identidad en su secuencia, segundo mensajero
que producen y farmacologia (Conn, 2003). Estos receptores son proteinas de un
tamano heterogéneo que va desde los 854 hasta los 1179 aminoacidos (Waxham, 2003).
El receptor posee siete dominios transmembranales y un extremo N-terminal
extracelular largo. Los mGIuRs funcionales consisten en homodimeros que se
estabilizan por uniones disulfuro e interacciones hidrofobicas e hidrofilicas en sus
largos extremos amino y carboxilo terminal. Los miembros de cada clase comparten
alrededor de 70% de identidad en su secuencia, con alrededor de 45% de identidad entre
clases (Conny Pin, 1997).

El glutamato activa a todas las variantes recombinantes de los mGIluRs con afinidades

distintas y a la fecha ya se han identificado antagonistas selectivos para cada uno de los

18



grupos. Los receptores del grupo | estimulan 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, e inositol trisfosfato (IP3), que lib€ralCa
activar a su receptor localizado en el reticulo endoplasmico. La habilidad para
incrementar los niveles de calcio intracelular varia entre los miembros de la clase y sus
variantes, lo cual podria deberse a la afinidad que cada receptor tiene por la proteina G
(Hassel y Dingledine, 2006).

La activacion de los grupos Il y 1l resulta en la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC),
gue inhibe la sintesis de cAMP. Este efecto es sensible al bloqueo por toxina pertussis,
lo que sugiere que la proteina G involucrada pertenece a la famiNe$iler y Duman,

2006).

Los receptores metabotrépicos generalmente tienen un papel regulador de la
excitabilidad neuronal. Los mGIuRs localizados en la membrana postsinaptica modulan
una amplia variedad de canales i6nicos activados por ligando o dependientes de voltaje
(Conn y Pinn, 1997). La activacion de los tres grupos de mGIuRs inhibe los CCSV de
tipo L, y la de los grupos Il y IlI, inhiben los canales dé'@a tipo N. La activacién de

estos receptores cierra canales dedpendientes de €ay de voltaje en células del
hipocampo y de la corteza, lo cual ocasiona una despolarizacion lenta y en consecuencia
excitacion de la neurona (Anwyl, 1999).

La activacion presinaptica de los receptores mGIluRs puede llevar a la inhibicion
presinaptica, ya que bloquea tanto la transmisién excitadora glutamatérgica como la
inhibidora GABAérgica (Takahashi et al., 1996; Goudet et al., 2009).

El grupo | se localiza principalmente en la region postsinaptica somato-dendritica (Kim
et al., 2008), mientras que los grupos Il y Il se expresan primordialmente en la region
presinaptica, en las terminales axonales donde regulan la liberacién del neurotransmisor

(Shigemoto y Mizuno, 2000).
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3.2 Transporte de glutamato

Después de haber sido liberado y de activar a sus receptores, el glutamato es removido
del espacio sinaptico por medio de los transportadores de los aminoacidos excitadores
lo cual mantiene los niveles de glutamato (1M por debajo de concentraciones que
puedan ser téxicas, como se explicara mas adelante.

Se han caracterizado a la fecha cinco subtipos de transportadores dependientes de sodio:
EAAT1-5: GLAST-1 (EAAT1), GLT-1 (EAAT2), EAAC1 (EAAT3), EAAT4 y
EAATS. Elinflujo de glutamato esta acoplado con el cotransporte de dos iofiggnNa
proton y el contratransporte de un ioh(Boudker et al., 2007).

El transportador GLT-1 se localiza tanto en astrocitos como en neuronas y es el
principal transportador del cerebro anterior (Danbolt et al., 1992; Pines et al., 1992;
Furuta et al.,, 1997). El transportador GLAST-1 se localiza principalmente en la
membrana plasmatica de astrocitos asociados con contactos sinapticos excitadores y
esta presente abundantemente en la glia de Bergman en el cerebelo (Danbolt et al 1992;
Shashidharam y Plaitakis, 1993). El transportador EAAC1 se expresa en todas las
regiones del cerebro y se localiza en la region presinaptica de las terminales nerviosas.
Se ha localizado en las terminales nerviosas GABAérgicas, mientras que el
transportador EAAT4 se expresa mayormente en las células de Purkinje en el cerebelo,
y el transportador EEATS se expresa en la retina (Danbolt, 2001; Beart y O Shea,
2007).

El funcionamiento de los transportadores depende del gradiente electroquimico del
sodio generado por la ATPasa de'Mda. Estos toman del espacio extracelular una
molécula de glutamato junto con 2 iones"Naun H introduciéndolos a la célula,

mientras que extruyen un i6r’ Boudker et al., 2007).
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El glutamato capturado por las células gliales es convertido a glutamina mediante la
enzima citosélica 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

impidiendo la disminucién de-cetoglutarato (Figura 3).

Capilar

Terminal
presinaptica

Terminal Astrocito

postsindptica

Figura 3. Esquema general de la transmisién glutamatérgica. El glutamato es sintetizado en la

terminal presinaptica y posteriormente almacenado en vesiculas se libera debido 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 presinaptica 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.
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3.3 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad hace referencia a la relacién entre las propiedades excitadoras y
toxicas del glutamato y sus andlogos. La neurotoxicidad del glutamato se conoce desde
hace mas de 40 afios. En 1954, Hayashi describi6 que el glutamato inyectado
directamente en el cerebro del perro era capaz de producir convulsiones (Hayashi,
1954). En 1957, Lucas y Newhouse encontraron que la inyeccién sistémica
intraperitoneal de glutamato en ratas inmaduras producia degeneracion en la retina
(Lucas y Newhouse, 1957). Curtis y colaboradores en 1959, mediante
microelectroforesis, técnica que permite la aplicacion tépica de farmacos y el monitoreo
de la tasa de disparo de una neurona, demostraron los efectos postsinapticos excitadores
del glutamato (Curtis, 1959). 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 (Curtis et al., 198@ps mas tarde, en 1969, Olney descubrid

que el glutamato inyectado en ratones inmaduros producia dafio en areas del cerebro en
donde la barrera hematoencefalica no estaba del todo desarrollada (Olney, 1969). De ahi
surge el término excitotoxicidad, que hace referencia a la toxicidad del principal
neurotransmisor excitador del SNC bajo ciertas circunstancias.

Este mecanismo de dafo ha sido ampliamente estudiado durante los ultimos afios ya que
se ha encontrado una relacion entre la muerte neuronal excitotoxica 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
amiotrdfica, y la demencia asociada al SIDA (Lipton y Rosenberg, 1994).

En estudios pioneros Olney propuso que el mecanismo a través del cual el glutamato
dafia a las neuronas estaba relacionado con la excitacion prolongada de la neurona

agotando sus reservas energéticas. Sin embargo, los trabajos de Choi en 1987,
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mostraron que la entrada de calcio por los RNMDA es el factor determinante de la
muerte excitotoxica (Choi, 1987; Choi et al., 1987, Choi et al., 1988). La concentracion
de calcio en el medio intracelular es mucho menor (del orden nanomolar) que en el
extracelular (1-2 mM) y esta finamente regulada, ya que cuando aumenta activa
proteasas, endonucleasas y fosfolipasas, entre otras enzimas, produciendo dafio a
organelos y membranas, lo que induce la muerte neuronal. Ademas de la entrada de
calcio por los RNMDA, 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 intercambidéoeNauya

accion depende del gradiente de sodio, y que remueve iones calcio del interior celular
actuando concertadamente con la ATPasa dékRalLos iones calcio también son
removidos del citoplasma por la accién de la ATPasa € @& la membrana
plasmética y almacenados en el reticulo endoplasmico a través de la ATPas4 de Ca
presente en este sistema (Berridge et al., 1998). El calcio también puede ser liberado del
reticulo endoplasmico a traves de la estimulacion de los receptores a IP3 después de la
activacion de la PLC por las proteinas G o por los receptores a rianodina estimulados
por calcio (Berridge, 1993; Hamilton, 2005).

Cuando el estado energético neuronal es deficiente, el glutamato causa dafio a las
neuronas aun a concentraciones fisiolégicas, debido a la despolarizacion de la
membrana ocasionada por la falta de ATP. Esto conduce a la liberacién del?én Mg
que normalmente esta bloqueando el poro del canal del RNMDA de una manera
dependiente de voltaje, y a la activacion de este receptor, con la subsecuente entrada de
calcio. Este fenOmeno se conoce como excitotoxicidad secundaria (Novelli et al., 1988).
El dafio excitotoxico esta relacionado con el estrés oxidativo inducido por el incremento

en la concentracion de €antracelular, lo cual se discutirdn mas adelante.
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4. Estrés oxidativo
El oxigeno es un elemento quimico con una configuracio8slp’ que a temperatura
y presion estandar se encuentra como una molécula diatdmica de formuleo®
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 de
oxigeno (ERO), las cuales se generan también durante otras reacciones bioquimicas y
funciones celulares, por lo que existen mecanismos para contrarrestar su produccion y
evitar el dafio a biomoléculas, de tal forma que su generacion se equilibre con su
remocién.Cuando existe un desequilibrio entre la generaciéon y la eliminacién de estas
especies, ya sea porque aumenta su produccidon o porque los sistemas antioxidantes
disminuyen, se produce un estado denominestoés oxidativo, en el que las ERO
producen dafio a lipidos, proteinas y DNA.
El cerebro es un organo particularmente susceptible al dafio oxidativo debido, en parte,
a la alta tasa de consumo de oxigeno necesario para mantener los altos requerimientos
de ATP (Halliwell, 2006). Otras de las causas de susceptibilidad del cerebro al dafio
oxidativo son:
 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 citotoxico que puede
unirse a proteinas y afectar su funcién, como es el caso de los transportadores
de glutamato, proteinas del citoesqueleto (Mark et al. 1997; Ong et al. 2000b)
y enzimas como la-aetoglutarato deshidrogenasa (Sheu and Blass 1999).
» Las defensas antioxidantes son menos abundantes en comparacion con otros

tejidos (Halliwell, 2001).
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 La presencia de hierro, que ademas de formar parte importante en las regiones
cataliticas de enzimas como los citocromos, aconitasas Yy 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 (Halliwell, 2001).

» 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
(Halliwell, 2006).

» La oxidacion de varios neurotransmisores o sus precursores. La dopamina, la L-
DOPA, la serotonina y la norepinefrina reaccionan conjgbdda formar anion
superoéxido (@) (Spencer et al., 1998).

Las ERO reaccionan con acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos alterando
su estado de oxidacion, de tal forma que modifican sus funciones fisioldgicas. Por
ejemplo, su interaccion con proteinas genera modificaciones en su sitio catalitico
inhibiendo sus funciones. La oxidacidn 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 ionica.

4.1 Especies reactivas y radicales libres

Los electrones se encuentran distribuidos en orbitales en los atomos y moléculas. Cada
orbital puede contener un maximo de dos electrones con spins opuestos. Un radical libre
se define como cualquier especie que contiene uno o mas electrones desapareados y es
capaz de existir de manera independiente (Halliwell y Gutteridge, 1999). La presencia
de un electron desapareado en ocasiones hace a los radicales libres altamente reactivos
aungue su reactividad quimica puede variar. Los radicales libres generalmente son

moléculas de vida corta debido a su reactividad ya que actian removiendo un electrén
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de otro compuesto, oxidandolo, o donando uno de sus electrones dando lugar a que el
compuesto aceptor se vuelva mas reactivo. De modo que la medicion directa de estas
moléculas es complicada, asi que las técnicas empleadas para su investigacion en los
sistemas biolégicos se basan en la identificacién 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 y radicales libres.

Especies reactivas (ER) es un término amplio que abarca tanto a las ERO radicales y no
radicales, como a las especies reactivas de nitrogeno (ERN) que son moléculas

reactivas que contienen nitrdgeno aunque en sentido estricto también son ERO ya que
contienen oxigeno, y pueden ser radicales y no radicales (Tabla 1).

Tabla 1. Especies reactivas radicales y no radicales

Radicales libres No radicales

ERO ERO

Superoxido @ Peréxido de hidrogeno.B,
Hidroxilo OH Peréxidos organicos ROOH
Hidroperoxil HQ" (superéxido protonado) Acido hipobromoso HOBr
Carbonato C& Acido hipocloroso HOCI
Peroxil RQ”

Didxido de carbono radical GO
SinguletetO2 (1Xg)

Alcoxil RO’

ERN ERN

Oxido nitrico NO Peroxinitrito ONOO

Didxido de nitrégeno N® Peroxinitrato GNOO

Nitrato NG’ Acido peroxinitroso ONOOH

Acido nitroso HNG
Catién nitrosil NO
Anién nitrosil NO

Las ER mas importantes en el contexto celular son el anidén superoxido, el radical
hidroxilo, el peréxido de hidrogeno y el 6xido nitrico.

Anion superoéxido

El anion superéxido es una molécula diatdmica de oxigeno con un electron desapareado

de férmula @ . Este radical se forma en condiciones fisiolégjgas varios procesos.
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Por ejemplo, en la cadena transportadora de electrones. Cuando los electrones pasan a
través de los complejos pueden fugarse y unirse,alo@nando superdxido debido a
gue el oxigeno acepta un electrén a la vez (Turrens, 2003). El superéxido 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 (Sawyer, 1981).
Otra fuente de © es la oxidacion de algunas moléculas no radicales como la
epinefrina, la dopamina, la 6-hidroxidopamina y moléculas que contienen grupos tiol
como la cisteina, las cuales reaccionan lentamente conpar® formar @ (Spencer
et al., 1998).
El O, también se forma durante la conversion de la xantina a acido Urico catalizado por
la enzima xantina oxidasa (Hille y Nishino, 1995), activada por la entrada de calcio
(Dykens et al., 1987) subsecuente a la activacion de los RNMDA (Coyle y Puttfarcken,
1993).
Radical hidroxilo
El radical hidroxilo OH uno de los radicales del oxigeno mas agresivos, reacciona casi
con cualquier biomolécula (Halliwell y Gutteridge, 1999). Usualmente se produce
mediante tres mecanismos:

» La fisibn homolitica del agua por la radiacion ionizante (von Sonntag, 1987).

* La ruptura del KO, en presencia de metales por la reaccion de Fenton (Sutton y

Winterbourn, 1989; Halliwell y Gutteridge, 1992):

FE"+H,0, - FE'+0OH + OH

* Mediante la fision homolitica del acido peroxinitroso, una ERN no radical pero
muy reactivo (Halliwell, 2006):

ONOOH —NO", .OH"
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Peroxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno es una ERO no radical, de formul@, hresente en
numerosos sistemas bioldgicos y que se produce mediante diferentes reacciones
enzimaticas, como la catalizada por la superéxido dismutasa (SOD), las oxidasas de D-
aminodacidos, las amino oxidasas, las glucolato oxidasas y en las reacciones redox
ciclicas de ciertos compuestos como las catecolaminas (Halliwell y Gutteridge, 1999):

SOD

202._ + 2H+—>H202 + O,

Oxido nitrico

El 6xido nitrico es un radical sin carga, hidrofébico, por lo que atraviesa facilmente las
membranas celulares (Beckman y Koppenol, 1996). El éxido nitrico actia como
vasodilatador, neurotransmisor y segundo mensajero (Stamler, 1994; Halliwell y
Gutteridge, 1999).

Se forma a partir de L-arginina a traves de la oxido nitrico sintasa (NOS) (Moncada y
Higgs, 1995):

L-arginina + @ + NADPH + H - 'NO" + citrulina + NADP

La enzima que produce al éxido nitrico puede ser activada por el aumento en la
concentraciéon intracelular de calcio, de una manera dependiente del complejo calcio-
calmodulina (Alderton et al., 2001).

Por otro lado el oOxido nitrico reacciona con el radical superoxido para formar
peroxinitrito:

NO* + O,"— ONOO

Ademas, el 6xido nitrico 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 (Poderoso

et al., 1996).
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Peroxinitrito

El peroxinitrito se forma rapidamente a través de la interaccion entrg\eNO'. El
ONOO  es un nitrato y un poderoso agente oxidante. Ocasiona la nitracién de la
guanina y la formacion de carbonilos y otros productos oxidados en las proteinas como
la nitrotirosina (Pryor y Squadrito, 1995).

La protonaciéon del peroxinitrito conduce a la formacién del acido peroxinitroso

(Alvarez y Radi, 2003):

H+
ONOO  — HONOO

El &cido peroxinitroso se puede descomponer en radical hidroxilo y didéxido de
nitrogeno:

HONOO — OH+ NG
El radical dioxido de nitrégeno es un poderoso agente nitrante y promueve procesos de

lipoperoxidacion (Augusto et al., 2002).

4.2 Sistemas de defensa antioxidante
Debido a que las especies reactivas se forman como parte de procesos bioquimicos
normales, existen sistemas que se encargan de destoxificar a las células de estas
moléculas a través de enzimas o compuestos que, por sus caracteristicas quimicas,
actlan como antioxidantes.
Superoxido dismutasa (SOD)
La SOD es considerada un mecanismo de defensa antioxidante debido a que dismuta al
superoéxido agregandole dos protones (Fridovich, 1989) en la reaccion:

20;" + 2H+—H0;, + O,
Existen tres isoformas de la enzima, la Mn-SOD o SOD2, que se encuentra
principalmente en la mitocondria y que requiere manganeso en su sitio activo, la Cu-Zn-

SOD o SOD1 citoplasmatica que requiere cobre y zinc en su sitio catalitico y la
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superoéxido extracelular EC-SOD, la cual es liberada al espacio extracelular y se expresa
principalmente en el musculo liso vascular (Maier y Pak, 2002).
La SOD se expresa en el sistema nervioso y debido a que en la reaccién que cataliza se
genera otra especie reactiva no radical, el peroxido de hidrégeno, debe actuar en
conjunto con enzimas que catalicen la transformacion @éb ld moléculas menos
reactivas (Halliwell, 2006), como las peroxidasas, la catalasa y la glutatiébn peroxidasa,.
En algunas enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica y la
ataxia de Frederich se han descrito alteraciones en la SOD involucradas en el
mecanismo de dafio en estos padecimientos (Beal y Shults, 2003; Hart et al., 2005).
Catalasa
La catalasa (CAT) es una enzima presente en los peroxisomas de las células de
mamiferos (Chance et al., 1979), que cataliza la conversion del peréxido de hidrégeno a
agua y oxigeno en funcién de la concentracion #&.H5i ésta es alta, se lleva a cabo
la reaccidn anterior, pero si es baja, en presencia de un donador apropiado de hidrégeno
como el metanol, el etanol, el fenol u otros, la catalasa remuevgeglodidando su
sustrato (Chance et al,. 1979):
CAT
2H,0, — 2H,0 + O;
CAT
AH; + H,O,— A + 2H,0
Esta enzima actla junto con la SOD, pero su contenido en el cerebro es muy bajo
comparado con otros tejidos (Halliwell, 2001).
Glutation PeroxidasaGPx)
La GPx es el principal mecanismo de destoxificacion de peréxidos en el cerebro

(Brigelius-Flohe, 1999). Se localiza en el citoplasma y la matriz mitocondrial. Esta
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enzima contiene selenio en su sitio catalitico (Maiorino et al., 1995). Descompone los
peréxidos mediante las siguientes reacciones, en la que el glutatién es oxidado:

H,O, + 2GSH - GSSG + 2HO

ROOH + 2GSH -ROH + GSSG
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 perdxido usando un grupo OH (Parks and
Traber 2000). Convierten los radicales alquilperoxil en hidroxiperoxidos vy
simultaneamente 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, eti-tocoferol parece ser el tocoferol mas importantal wez el Gnico

(Roy et al., 2002; Hayton and Muller 2004) y su deficiencia afecta mas al SNC que al
periférico, por lo que sus niveles en el cerebro parecen estar altamente regulados
(Halliwell, 2006).

Glutation (GSH)

El glutation es el tripéptidoy-L-glutamil-L-cisteinil-glicina. que ademas de sus
funciones como antioxidante por contener un grupo tiol, esta involucrado en otros
procesos celulares como cofactor en reacciones de isomerizacion, almacenamiento y
transporte de cisteina, destoxificacion de xenobidticos y mantenimiento del potencial
redox de los tioles en las células, conservando a los grupos sulfhidrilos en su forma

reducida (Dringen, 2000). Se encuentra a una concentracion de 1 a 3 mM en el cerebro
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(Cooper, 1997). Reacciona directamente con radicales como el anién superoxido, el
radical hidroxilo y el 6xido nitrico (Saez et al., 1990; Clancy et al., 1994; Winterbourn y
Metodiewa, 1994; Singh et al., 1996).

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 flavin adenin
dinucleétido (FAD) y que ademas requieren de NADPH, mediante la reaccion
(Halliwell y Gutteridge, 1999):

GSSG + NADPH + H+—2GSH + NADP+

5. Sefializacién por C&"y estrés oxidativo

El calcio puede actuar como una molécula sefalizadora. Los procesos de sefializacion
regulados por Ca son procesos biofisicos y moleculares que relacionan al estimulo
externo con la expresion de respuestas intracelulares mediante el aumento en la
concentracién intracelular de £4[Ca’"];). Generalmente el estimulo externo es una
hormona, un factor de crecimiento o un neurotransmisor (Bird y Putney, 2006). En las
células excitables, el estimulo inicial puede causar cambios en el potencial de
membrana, lo que a su vez, al modificar la’[Gaactiva vias de sefializacién. Varios
estimulos fisiolégicos aumentan transitoriamente la®JGa sin embargo, en
condiciones patoldgicas, este aumento es mas sostenido y pronunciado (Leist y
Nicotera, 1999).

El papel del calcio como molécula sefializadora requiere de la existencia de un gradiente
de concentracion extra e intracelular. Este gradiente de concentracion se debe a que la
concentracién extracelular varia entre 1.3 y 1.8 mM en tanto que 3§; [€acuatro

ordenes de magnitud menor, alrededor de 100 nM (Carafoli, 1997).
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La regulacién en la [G4i es un proceso muy controlado ya que un aumento
pronunciado puede causar dafio celular al activar enzimas hidroliticas, originando gasto
de energia debido a que los sistemas de extrusién y almacenamiento de este cation son
dependientes de ATP, degradacion del citoesqueleto y muerte celular (Leist y Nicotera,

1999).

5.1 Regulacién del calcio intracelular

En el medio intracelular, el €aesta compartamentalizado dentro de varias pozas. En
estos sitios localmente restringidos, ef'Cauede encontrarse ya sea libre o unido a
proteinas, como parte de sus funciones efectoras (por ejemplo la calmodulina o la
calbindina) o almacenado (calbindina) (Carafoli, 1991; Mattson et al., 1991).%El Ca
intracelular es secuestrado en organelos por procesos que consumen energia. El sistema
de captura con mayor afinidad se encuentra en el reticulo endoplasmico. A
concentraciones de calcio mayores, la captura originada por el potencial en la
mitocondria también puede activarse (Brookes et al., 2004).

Ademéas del amortiguamiento de la fapor organelos, éste también puede ser
removido a través de antiportadores dedHNa (White y Reinolds, 1995) y por la
bomba de C& dependiente de ATP localizada en la membrana plasmatica, lo que
origina el consumo de ATP (Carafoli, 2002).

En las neuronas, el influjo de €alel medio extracelular ocurre principalmente a través

de canales de CCSV, los cuales se abren cuando la membrana plasmatica neuronal se
despolariza. Existen varios tipos de CCSV, de éstos, los N y P estan involucrados en la
entrada de G de la presinépsis, necesaria para la fusién vesicular y la liberacién del
neurotransmisor, en tanto que los de tipo L estan involucrados en la despolarizacion

postsinaptica (Miljanich y Ramachandran, 1995).
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Otra via de entrada de €amportante en el SNC es a través de los RNMDA. Los
RNMDA, canales de calcio activados por ligando, son probablemente los mas
importantes en la muerte neuronal (Rottman y Olney, 1995; Choi, 1988).

La [C&"]; también puede elevarse debido a la inhibicién de su extrusién o bien por la
liberacién de pozas intracelulares . En el reticulo endoplasmico, esta liberacion esta
dada por dos tipos de receptores, los receptores a IP3 (Berridge, 1993) y los receptores a
rianodina, (Hamilton, 2005) por lo que la liberacion dé'@al reticulo puede deberse a

la estimulacién de receptores que no estan ligados?d) ma ejemplo los mGIuRs
(Fisher et al., 1987, (Kostyuka y Verkhratskya, 1994). La mitocondria también puede
liberar el C&'que almacena cuando la membrana mitocondrial se despolariza (Brookers
et al., 2004).

El aumento en la [G4; no necesariamente origina muerte neuronal. Al parecer, el
influjo de C&" a través de CCSV es mejor tolerado que cuando ocurre a través de los
RNMDA (Leist y Nicotera, 1999).

A diferencia del exceso de Naue puede dafiar a las células por efecto osmotico
directo, el aumento en la [E} probablemente no origina dafio por si mismo, pero si

las vias que se activan rio abajo. Algunas de estas vias son el resultado de una
concentracién de Ghelevada que se sostiene, en tanto que otras sélo requieren de un

aumento transitorio en la [E€& como disparador de la sefial (Leist y Nicotera, 1999).

5.2 Vias de produccién de ER activadas por Ga

El aumento en la [G4; * activa varias enzimas que producen especies reactivas.

Oxido nitrico sintasa

La sintasa de Oxido nitrico (NOS) es una enzima relacionada con el citocromo P450, y
cataliza la conversion de arginina y oxigeno en citrulina y oxido nitrico. Requiere

NADPH, FMN, FAD, tetrahidrobiopterina y un grupo hemd'Reara llevar a cabo su
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funcion. En el cerebro existen diferentes isoenzimas de esta enzima. Dos isoformas se
expresan constitutivamente en las neuronas, la NOS neuronal (nNOS) y la eNOS o
endotelial. Estas isoformas se activan de una manera dependiente del complejo
calcio/calmodulina que se forma cuando aumenta |£[C&n cambio, la NOS
inducible, presente en las células gliales, se activa por estimulos tales como las citocinas
y funciona a concentraciones basales d¢ (4urphy, 2000).

La activacion de la nNOS inducida por la entrada d& &&avés de los RNMDA se ha
implicado en el dafio excitotoxico en cultivos de neuronas corticales (Dawson et al.,
1991) y en la isquemia (Huang et al., 1993). El posible mediador citotéxico terminal
parece ser el peroxinitrito que se forma cuando el anion superdxido reacciona con el
oxido nitrico (Dawson y Dawson, 2004).

Fosfolipasa A citosélica dependiente de C& (CPLA,)

La fosfolipasa Acitosélica dependiente de calcio (cP&s una lipasa que remueve el
acido graso de la posicidn de los glicerofosfolipidos liberando un acido graso y un
lisofosfolipido.

La cPLA;, esta involucrada en la neurotoxicidad. Su activacion mediada por calcio
origina la liberacién del acido araquiddnico y acidos grasos poliinsaturados que son
posteriormente metabolizados por lipooxigenasas y ciclooxigenasas con la produccion
simultanea de ER, Oy OH (Nanda et al., 2007). Ademas, la activacion de la gPLA
genera lisofosfatidatos que alteran la estructura de las membranas, lo cual puede
facilitar el influjo de C&" y su liberacién de pozas intracelulares (Traystman et al,.
1991). En neuronas, el influjo de a través de los RNMDA y la activacién de la
cPLA, estan relacionados (Dumuis et al., 1988; 1993). La liberacion del acido
araquidonico posterior a la activacion de la cPRlpede inhibir la recaptura de
glutamato tanto en neuronas como en ceélulas gliales y puede por tanto prolongar la

excitotoxicidad (Volterra et al., 1992).
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Xantina oxidasa

La enzima xantina deshidrogenasa se convierte a xantina oxidasa (XaO) por protedlisis
dependiente de &ay por oxidacién de sus grupos —SH, causando la oxidacién de la
hipoxantina acumulada a xantina en condiciones de disminucion de ATP, produciendo
superoéxido y peréxido de hidrégeno (McCord, 1985; Hille y Nishino, 1995).

En condiciones de isquemia cerebral se ha observado la participacién de esta enzima en
la generacion de ER durante la reoxigenacion (Lin y Phillips, 1991; Abramov et al.,
2007).

NADPH oxidasa

La NADPH oxidasa (NOX) es una enzima multimérica que produce anion superoxido
reduciendo al oxigeno molecular. La activacion de varias isoformas de esta enzima
depende de la translocacion a la membrana plasmatica de una de las subunidades que la
componen, lo cual ocurre después de su fosforilacion por proteina cinasas como la
proteina cinasa C (PKC). La PKC es activada pd,Geor lo que la activacién de la

NOX depende indirectamente y en parte del*QHishida et al., 2005; Shelat et al.,

2008; Brennan et al., 2009).

Mitocondria

La mitocondria juega un papel dual en la toxicidad dél.GRor una parte reduce su
aumento en el citoplasma secuestrando este ion, en tanto que al sobrecargdisg de Ca
después de la pérdida de su potencial de membrana, puede liberarlo y generar ER.
Ademas, cuando este organelo estd comprometido, no solo participa pasivamente en la
citotoxicidad, dado que ya no provee a la célula del ATP suficiente, sino que también
genera sefiales involucradas en la ejecucion de la apoptosis (Lizard et al., 1995; Liu et
al., 1996).

El C&* se secuestra en la mitocondria principalmente por un uniportadoft® @ar

un antiportador de G42Na" bajo condiciones de sobrecarga de.N& uniportador
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funciona por el potencial de membrana y posee una gran capacidad, pero su afinidad es
relativamente baja. El nivel mas bajo al cual la mitocondria en el cerebro regula la
[Ca®]i es 300 nM en presencia de espermina y puede requerir incluso concentraciones
mayores de C4 (1 pM) bajo condiciones desfavorables. Asi, se ha sugerido qué'el Ca

se importa a la mitocondria sélo durante condiciones de estimulacién prolongada y
sobrecarga, o cuando se crean altas concentraciones “tiaramitorias en sitios
cercanos a la mitocondria (Kostyuka y Verkhratskya, 1994).

Se han postulado varios mecanismos por los cuales?élpGade ser liberado de la
mitocondria. La extrusién del €aes un proceso que requiere energia y esta
relacionado con el intercambio de do& Ha liberacién de Ca de la mitocondria se
estimula por el estrés oxidativo. Tal aumento en la liberacién @epGade originar un

“ciclo del C&™, es decir, la captura y liberacién continua dé*Geor la mitocondria
conllevan a la pérdida del potencial de membrana y a la falla de la mitocondria
(Brookes et al., 2004).

La interaccion entre el aumento en la{Qiay las ROS pueden generar un circulo
vicioso, dado que la mitocondria, al tratar de compensar las consecuencias de la
activacion de los RNMDA vy la captura de’Gaaumenta la produccién de ER vy la
extrusion de C4, dafiando atin méas a la cadena transportadora de electrones que ya se
encuentra desacoplada (Dykens, 1994; Dugan et al., 1995; Reynolds y Hasting, 1995).
Otro mecanismo de liberacién de2e la mitocondria involucra la transicién de la
permeabilidad mitocondrial, la cual esta relacionada con la apertura de un poro en la
membrana interna mitocondrial, lo que la hace completamente permeable a iones y
pequefias moléculas. En tales condiciones, la liberacién TdeoQsecesita energia. La
transicion de la permeabilidad es una consecuencia tanto de la sobrecarfjacden6a

del estrés oxidativo, y eventualmente genera la pérdida del potencial de membrana y la

distension de la mitocondria (Crompton, 1999).
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La principal ERO que se forma en la mitocondria es el anifin € cual se puede
convertir a HO, por la SOD o por dismutacién espontanea; y gitpuede formar

OH'’ por la reaccién de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999).

En la figura 3 se esquematiza la relacién entre la excitotoxicidad y el estrés oxidativo

debido al aumento en la concentracion de calcio.
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Figura 4. Excitotoxicidad y estrés oxidativo. La entrada dé'@ar los RNMDA induce la activacién de
enzimas productoras de ER como la cRLA XaO, la NOX y la NOS; la sobrecarga dé'@dtocondrial
aumenta la produccién de,'Oy este a su vez puede dar lugar a la produccién,@e yide OH. Las

especies reactivas pueden atacar lipidos y diversas proteinas afectando su funcion.

6. Mecanismos involucrados en el dafio hipoglucémico
La disminucion en los niveles de ATP resultante de la hipoglucemia favorece la
extrusion del ion Mg del RNMDA induciendo su activacién. Ademas, ocurre un

aumento en los niveles de aminoacidos excitadores en el espacio extracelular por el
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fallo en sus sistemas de recaptura, ya que son dependientes de energia. Los aminoacidos
excitadores también se liberan porque debido a la falla energética se despolariza la
membrana plasmatica, ya que se colapsan los gradientes i6nicos. Lo anterior resulta en
una mayor estimulacion de los RNMDA favoreciendo el dafio excitotdéxico (Sandberg et
al., 1986; Wieloch, 1985).

La vulnerabilidad al dafio hipoglucémico varia en las diferentes regiones del cerebro
siendo ciertas poblaciones de neuronas mas vulnerables que otras. Las neuronas mas
vulnerables son las neuronas de la region CAL, del subiculum y del giro dentado del
hipocampo; las neuronas en la capa externa de la corteza y las neuronas del estriado
(Auer et al., 1984b). Todas estas neuronas reciben una gran cantidad de inervaciones
glutamatérgicas, lo que ha sugerido que el dafio hipoglucémico es de tipo excitotéxico.
Ademas, la muerte neuronal en el estriado se previene cuando se eliminan las vias
cortico-estriatales que son glutamatérgicas (Wieloch et al., 1985).

Otra evidencia que apoya a la excitotoxicidad como el mecanismo de muerte en la
hipoglucemia es que la administracion de antagonistas de los RNMDA previene la
muerte neuronal (Wieloch, 1985; Nellgard y Wieloch, 1992), aun cuando son
administrados después del periodo hipoglucémico (Papagapiou y Auer, 1990).

La alteracion en la homeostasis iénica def*@aigina 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 lo disminuye
(Friberg et al., 1998). Ademas, la mitocondria es muy importante en la activacion de
vias de sefializacion que conllevan a la muerte apoptotica liberando factores
proapoptoticos como el citocromo ¢ y el factor inductor de la apoptosis (Moley y

Mueckler, 2000).
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Por otra parte, se ha sugerido el estrés oxidativo como otro mecanismo que contribuye
al dafio neuronal en la hipoglucemia. Las evidencias que apoyan lo anterior se discuten

a continuacion.
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7. Antecedentes

El estrés oxidativo se ha sugerido como un mecanismo de dafio neuronal asociado con
la hipoglucemia. En modelos animales de hipoglucemia inducida por insulina se ha
observado un aumento en los niveles de lipoperoxidacién de la membrana plasmatica
(Papadopoulos et al.,, 1997; Patockova et al.,, 2003; McGowan et al., 2006) y
mitocondrial (Ballesteros, 2003) en cerebros de animales hipoglucémicos aun antes de
gue se presente el periodo isoeléctrico (Haces et al., 2010).

Por otra parte, se ha observado la produccion de ER y la proteccidon con antioxidantes
en condiciones de inhibicion glucolitica o de ausencia de glucosa (AG) in vitro (Chow
et al., 1994; Nakao et al., 1996; Rego et al., 1999; Liu et al., 2003; Massieu et al., 2003;
McGowan et al., 2006; Herndndez-Fonseca et al., 2008).

En cuanto a las fuentes de dichas ER, se ha observado que en cultivos de astrocitos la
inhibicion de la XaO y de la NOS no previene el dafio producido por la privacién de
glucosa (Papadopoulos et al 1997), mientras que estudios en neuronas corticales
cultivadas y en el modelo animal de hipoglucemia inducida por insulina, sugieren que la
actividad de la NOX participa en el dafio hipoglucémico al activarse después de la re-
introduccion de glucosa (Suh et al., 2007). También se ha observado que la
lipooxigenasa-12 participa en la produccion de ER durante la reintroduccion de glucosa
posterior a la privacion de glucosa en cultivos primarios de corteza (Nagasawa, 2007).
Por otra parte, la inhibicion de la NOS en células de retina en condiciones de deficiencia
energeética no tiene efecto protector alguno (Rego et al., 1999).

En el modelo de privacion de glucosa en nuestro laboratorio encontramos que la
produccion de ER ocurre después de la activacion de los receptores NMDA, ya que
cuando éstos son bloqueados se evita el aumento en las ER asi como la muerte neuronal

(Paramo, 2008). Lo anterior sugiere que el estrés oxidativo en estas condiciones
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depende directamente de la excitotoxicidad. Sin embargo su contribucién a la muerte
neuronal no se ha esclarecido.

La entrada de G4 a través de los RNMDA activa sistemas generadores de ER, sin
embargo en la hipoglucemia o durante la ausencia de glucosa in vitro no se han
explorado del todo cuales son las vias productoras de ER que se activan, ni cual es su
participacion en el dafio y la muerte neuronal.

Por esto, en el presente estudio nos proponemos identificar si la produccion de ER
depende de G§ cuéles son sus vias de produccién y cudl es su papel en la muerte

neuronal.
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8. HIPOTESIS
La ausencia de glucosa induciré la produccion de ER por sistemas dependientés de Ca

La produccion de especies reactivas contribuird a la muerte neuronal.
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9. OBJETIVOS:

Establecer el curso temporal de la generacion de ER durante la ausencia de glucosa

en neuronas cultivadas de hipocampo.

« Determinar el curso temporal del aumento d& @aracelular.

« Identificar si sistemas dependientes dé*Gaarticipan en la produccién de ER
durante la ausencia de glucosa. Se estudiara la participacion de: la NOS, la XaO, la
cPLA.y la NOX.

» Determinar cual es el papel de la activacion de estas vias y la consiguiente

formacion de especies reactivas en la muerte neuronal inducida por la ausencia de

glucosa en neuronas cultivadas de hipocampo.
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10. Metodologia

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo preparados de embriones de
ratas Wistar de 17-18 dias de gestacién, sembradas en medio de cultivo Neurobasal
suplementado con B27, L-glutamina (0.5 mM) y gentamicina (20 pg/ml) (Hernandez-
Fonseca y Massieu, 2005). A los 4 dias in vitro (DIV) se agrego citosina arabinosa para
inhibir la proliferacion glial (10 uM). A los 7 DIV, al medio en el que estdn sembradas
las células se le agregd medio Neurobasal sin antioxidantes fresco. Las células fueron
utilizadas a los 10-12 DIV.

10.1 Tratamientos

A los 10-12 DIV las células se expusieron a medio sin glucosa (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, DMEM sin glucosa) durante diferentes tiempos desde 15 minutos hasta
4 horas.

Utilizando un enfoque farmacolégico, se determind la participacion de las diferentes
vias productoras de ER en la ausencia de glucosa. Para esto se utilizaron los siguientes
inhibidores: alopurinol (250 uM) inhibidor de la enzima XaO, 7-nitroindazol (7-NI 10
UM) y 2-etil-2-tiopseudourea hidrobromuro (EPTU 500 uM) inhibidores de la NOS,
araquidonilmetil cetona (AACOCF3 1 puM) inhibidor de la cBL&pocinina (500 uM 'y

1 mM) inhibidor de la NOX y el acido nordihidroguaiarético (NDGA 50 uM) inhibidor
de la lipooxigenasa y atrapador de algunas ER cosioeDONOO y el OH (Floriano-

Sanchez et al., 2006). Se probaron a distintas concentraciones con el fin de encontrar
una concentracion efectiva.

También se utilizaron diferentes antioxidantes, ebselen (10 uM), que es un mimético de
la glutation peroxidasa y atrapador de ONO@ller et al. 1984; Maiorino et al.,

1988) y trolox (250 uM y 1 mM) que es un analogo de la vitamina E.

Los farmacos utilizados en el ensayo de viabilidad (inhibidores de las enzimas) se

preincubaron 30 minutos y se agregaron durante la AG y el periodo de recuperacion, o
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sélo durante la AG. En el caso de los antagonistas de los receptores NMDA (MK-801.
10 uM y memantina 5 pM) y no-NMDA (NBQX, 50 uM), éstos se incubaron durante la
AG y el periodo de recuperacion.

10.2 Determinacién de ER

La produccion de ER se monitored utilizando dos marcadores fluorescentes sensibles a
la oxidacioén: el dihidroetidio (DHE) y la carboxy-dihidrodiclorofluoresceina diacetato
(c-H,DCFDA). El DHE es oxidado preferentemente por superéxido) @etidio (Et) e
hidroxietidio (Bindokas et al., 1996; Zhao et al., 2003); éste se transporta al nicleo y se
intercala entre las bases del DNA emitiendo fluorescencia roja. LADCHDA es
deacetilada, oxidada por ER citosélicas y convertida al compuesto fluorescente carboxi
diclorofluoresceina (c-DCF), emitiendo fluorescencia verde en el -citoplasma
(Hockenbery et al., 1993).

Las células expuestas a medio sin glucosa se incubaron con los marcadores
fluorescentes durante 20 minutos. Después de la incubacion con los fluoréforos, las
células se lavaron con medio D-PBS que contiene: KCI| 2.68 mMP&H.46 mM,

NaCl 136.8 mM, NgHPO,. 8.1 mM. La fluorescencia se monitore6 en un lector de
placas utilizando las longitudes de onda de excitacion y emisién 510/590 nm para el Et
y 480/510 nm para la c-DCF.

10.3 Determinacion del C4' intracelular

La determinacién del aumento en el*Cantracelular se llevé a cabo utilizando el
marcador fluorescente fluo-4-AM (1 uM). Las células, sembradas sobre cubreobjetos,
se incubaron con este marcador durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente,
el cubreobjetos se coloco en una camara de reperfusion sobre un microscopio invertido.
El medio Ringer de reperfusion contiene: NaCl 145 mM; KCIl 3 mM; €aGIM,;

MgCl,, 2 mM; NaHPQ,; 0.5 mM; NaHCO:;1 mM; HEPES-N45 mM vy glucosa 25

mM o sin glucosa afiadida. La fluorescencia se capturd utilizando un objetivo de
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inmersion en agua con un filtro para fluo-4 en una camara CCD. Las imégenes se
colectaron en intervalos de 2.5 segundos durante 2 horas utilizando Image-Pro Express
y la pelicula resultante se analiz6 con el programa Image J. Se cuantificé la
fluorescencia de un campo por condicién, con alrededor de 40-60 células, de 4
experimentos independientes. Los cambios en la fluorescafcse reportan como F-

Fo en unidades arbitrarias de fluorescencia (a.u.f.). Después del registro continuo
durante dos horas, se registr6 el mismo campo durante 8 minutos y después de los
primeros 2 minutos se afiadio al medio de perfusion una solucién que contiene KCI 100
mM, CaCh2 mM y HEPES 10 mM. La exposicion a altd Hespolariz6 a todas las
células del campo registrado y produjo un incremento transitorio en la fluorescencia que
se atribuye al influjo de G4 a través de los CCSV. Esto permitio verificar la viabilidad

del cultivo al final del experimento.

10.4 Viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular se utilizé el ensayo de liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo ya que esta es una enzima citoplasmica que
en condiciones normales no se libera, sin embargo cuando ocurre un dafio en la
membrana, la LDH se libera al medio y se puede medir su actividad en éste.

Las neuronas se expusieron a medio sin glucosa durante 1-2 horas, después de este
tiempo, el medio sin glucosa se retir0 y se les afiadié el medio en el que se siembran
(neurobasal). El ensayo se llevo a cabo a las 22 horas aproximadamente después de
iniciado el experimento. El medio de cultivo se colecta y se incuba en un amortiguador
de fosfatos (1 mM, pH 7.5) que contiene NADH (9.4 mM). La reaccidén se inicia
agragando piruvato y se monitorea la disminucién en la densidad 6ptica a 340 nm que
corresponde a la oxidacion del NADH. Las células se raspan en un medio de lisis y se
cuantifica el contenido de proteina por medio del método de Lowry. Los resutados se

expresan como pmolas de lactato/mg/hr (Bergmeyer y Bernt, 1968).
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En algunos casos, la viabilidad celular se evalu6 con MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil bromuro de tetrazolio)). 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.

10.4 Andlisis estadistico

Los datos se compararon por medio de un andlisis de varianza, ANOVA, de una sola via
seguida de una prueba post-hoc Fisher de comparacién multiple. Los valores de p<0.05

se consideraron significativamente diferentes.
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11. Resultados

11.2 Produccién de ER durante la ausencia de glucosa

Para establecer el curso temporal de producciéon de ER, las células se incubaron 0.25,
0.5, 1, 2 y 4 horas en medio sin glucosa. La producciéon de ER que oxidan al DHE
convirtiéndolo en Et comienza a aumentar desde los 15 minutos de AG. A la hora se
observa un pico de produccion que comienza a disminuir hacia las 2 y 4 horas. Sin
embargo, a este ultimo tiempo el aumento en la fluorescencia fue significativamente
mayor con respecto al control. La fluorescencia emitida por la c-DCF en cambio,

aumenta significativamente después de 1 hora de AG (Fig. 1).

180
—a— Et *

160 -

140

RFU

120 A

100

80

60 T T T T T T
Control 0.25 h 05h 1h 2h 4h

Tiempo de AG

Figura 1. Curso temporal de la produccion de especies reactivas durante la ausencia de glucosa. Las
células se incubaron durante los tiempos sefialados en medio sin glucosa. Los datos se expresan como la
media + ES en unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 5 experimentos independientes. Los datos se
analizaron por la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacién

multiple.*p<0.05 con respecto al control.

Como se puede observar en la figura 2, la AG causa un aumento en el nimero de
células positivas a ambos fluoréforos. Después de 30 minutos a 1 hora, las células
comienzan a hincharse (flechas negras en Fig 2) y se aprecian nucleos condensados

(flechas blancas Fig. 2). A las 4 horas de AG, se puede apreciar un nimero menor de
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células positivas a ambos marcadores, lo cual corresponde a la disminucion en la
fluorescencia (Fig. 1) que podria deberse a que las células estdn muertas o a que hay una

disminucién en la produccion de ER.

Figura 2. Curso temporal de produccion de ER. Fotomicrografias de un experimento representativo en el
que se muestran células positivas a Et y c-DCF a los tiempos de AG indicados. Las flechas negras sefialan
neuronas hinchadas mientras que las flechas blancas indican nicleos condensados. Barra de calibracion=

10 pm.

11.2 Vias de produccion de ER durante la AG

Para evaluar la participacion de las diferentes vias enzimaticas en la produccion de ER
durante la AG se evalud el efecto de su inhibicion sobre las ER a diferentes tiempos de
AG.

Para determinar la concentracion efectiva a la que estos farmacos inhiben la actividad
de las enzimas se realizaron curvas dosis-respuesta. En la figura 3 se muestra el efecto
dosis-respuesta de la inhibicion de la XaO con alopurinol. A’ 5 UM no se observo
disminucién en la producciéon de superoxido u otras ER, sin embargo a concentraciones

de 100 uM y 250 uM se obtuvo un efecto significativo (Fig 3A).

49



A XaO B cPLA,
200 * 180 %
180 160
160 # # 140 #
140 120 |
120 #
= 100 4
L 100 L
X go-
80 |
60 4 60 A
40 4 40
20 | 20 |
0 04
Control AG 5uM 250 yM 500 pM Control AG 0.1uM 1uM 5uM
+ Alopurinol + AACOCF3
NOS NOS
180 - 200
*
160 180 1 *
140 | 160
140
120
120
100 |
E L 100
X go-
80 |
60 A 60 4
40 4 40 4
20 + 20
0 0-
Control  AG 5uM  10uM 20 pM Control AG 100 uM 500 pM 1 mM
+ 7-NI + EPTU

Figura 3. Curvas dosis-respuesta de los diferentes inhibidores enzimaticos. Las células se incubaron 1
hora en presencia o ausencia del farmaco indicado y la produccion de ER se midié a través de la
fluorescencia emitida por el DHE al ser oxidado a Et. Los datos se expresan como la media +ES de
unidades relativas de fluorescencia (RFU) de al menos 3 experimentos independientes. Los datos se
analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de

comparacion multiple. *p<0.05 con respecto a la ausencia de glucosa (AG).

El efecto dosis-respuesta del inhibidor de la cRL& AACOCF3 se muestra en la
figura 3B. Como se puede observar, este compuesto fue ineficiente a concentraciones de
0.1 uM; sin embargo, a 1 y 5 uM disminuyé significativamente la produccion de
superoéxido y otras ER monitoreadas por el Et. No obstante, a 5 uM fue toxico para las
células (datos no mostrados).

La curva dosis-respuesta de los inhibidores de las tres diferentes isoformas de la NOS
(7-NI'y EPTU) se muestra en la figura 3C y 3D. A ninguna de las concentraciones

usadas estos inhibidores tuvieron efecto alguno sobre las ER.
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En el caso de la apocinina, inhibidor de la NOX, se utiliz6 una concentracion
previamente reportada, ya que en los experimentos dosis-respuesta encontramos que
este compuesto al parecer es capaz de disminuir la produccién, dele€de
concentraciones menores a 10 uM. En trabajos previos se ha observado que este
compuesto inhibe a la enzima a concentraciones menores a 10 uM (Taye et al., 2010;
Stolk et al., 1994).

A continuacion se evalué el efecto de los diferentes inhibidores utilizando las
concentraciones de acuerdo a las curvas dosis-respuesta. La inhibicién de la XaO con
alopurinol (250 uM) previno eficientemente el aumento en las ER después de 1 y 2
horas de AG, sin embargo este efecto no fue significativo a tiempos mas cortos, 15y 30
minutos (Fig. 4A).

La inhibicion de la cPLA utilizando AACOCF3 (1 uM) previno la produccion de ER
desde los tiempo mas cortos de AG, 15 y 30 minutos y después de 1 hora dejé de ser
eficiente (Fig. 4B).

Por otra parte, la inhibicién de la enzima NOX con apocinina (500 uM) tuvo un efecto
similar al de la inhibicion de la cPL&n la disminucion de la produccion de superoxido
siendo eficiente desde los 15 minutos hasta 1 hora (Fig. 4C).

La inhibicién de la lipooxigenasa, enzima que se activa rio abajo de la, gPjufe
produce superoxido al metabolizar al &cido araquidonico, utilizando &acido
nordihidroguaiarético (NDGA, 15 uM), previno eficientemente la produccion de ER
desde tiempos cortos y hasta las 2 horas (Fig. 4D). Este compuesto también posee
capacidad atrapadora, por lo que su efecto podria deberse tanto a su capacidad
atrapadora, como a la inhibicion de la lipooxigenasa. Sin embargo, a esta concentracion,
tiene un efecto toxico para las células, por lo que su efecto se probd a una concentracion
menor (15 uM) y solamente en el caso de DHE, y lo que se observo es que es

practicamente igual de eficiente al prevenir la generacion de ER.
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Figura 4. Vias de produccién de ER durante la AG. Las células se expusieron a medio sin glucosa
durante los tiempos indicados en presencia o ausencia del farmaco indicado. Los datos muestran la
fluorescencia emitida por el EtA Inhibicion de la XaO con alopurinol (250 puM. Inhibicion de la

cPLA; con AACOCF3 (1 uM)C Inhibicion de la NOX con apocinina (500 pM). Inhibicion de la
lipooxigenasa con NDGA (50 uME Inhibicién de la NOS con 7-NI (10 puM. Inhibicion de la NOS

con EPTU (500 uM). Los datos se expresan como la media +ES de unidades relativas de fluorescencia
(RFU) de 6 experimentos independientes y se analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una
via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacién multiple. *p<0.05 con respecto al control y

# con respecto a la ausencia de glucosa. AG, ausencia de glucosa.
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La inhibicién de la NOS utilizando dos diferentes compuestos que inhiben a las tres
isoformas de esta enzima (eNOS, INOS, nNOS) 7-NI (10 uM) y EPTU, (500 uM) no
tuvo efecto en la produccion de ER. Como se puede observar en la figura 2, a ninguno
de los tiempos estudiados los inhibidores previnieron el aumento en la produccién de
ER (Fig. 4E y F).

En el caso de la fluorescencia emitida por la c-DCF, no fue posible observar efecto
significativo con los inhibidores, excepto en el caso del NDGA (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de diferentes farmacos en la produccién de ER medida por c-DCF.

AG XaO cPLA NOX LOX NOS
+Alop +AACO +Apo +NDGA +7-NI +EPTU
Cl 79.17+#5.1
15 min | 79.43+3.9 85.47+9.9 72.6%6 72.8+8.4 529453 80.1+45  74.4+59

30 min | 101.67+7.4 97.23+14,202.2+15.6 110.9+33.3 59.8#4.5  87.7%6.6 96.3+9

1h 129.2+10.7* | 117.449.2 141.8+19.9 159.2+46 94.6#13191.1+8.9 107.5+12.4
2h 132.88+9.9* = 114.9748.5152.8+18.4 201.1#54.6 83.1+4.7 117+10.9 122.5+25.4
4h 144.39+14.5* 104.8+8.8341.8+10.3 196.4+51.4 73.4+3.4 130.5+17.3 128.54+21.3

Los datos se expresan como la media + ES de unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 5
experimentos independientes y se analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una via seguida de
una prueba post-hoc de Fisher de comparacién mdltiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto

a la AG, ausencia de glucosa, (Alop: alopurinol, AACO: AACOCF3, Apo: apocinina).
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Figura 5. Fotomicrografias de experimentos representativos en los que se muestra el efejo del (
alopurinol, el AACOCF3 y de la apocininaB)(7-NI'y EPTU en la produccion de ER después de 1 hora
de AG. Barra de calibraciéon: A: 20 pumy B: 10 pm.
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11.3 Antioxidantes en la produccién de ER inducida por la AG

Por otra parte se utilizaron antioxidantes para evaluar su efecto en la produccion de ER
inducida por la AG. El ebselen, mimético de la glutation peroxidasa y atrapador de
peroxinitrito, disminuye la produccién de ER medida por Et a las 0.25, 0.5 y 1 hora de
AG (Fig. 6A), mientras que disminuye significativamente la marca de la c-DCF desde 1
y hasta 4 horas de AG (Figura 6B).

El anélogo de la vitamina E, trolox, disminuyé significativamente la produccion de ER
medida por Et a tiempos cortos de AG, de 15 y 30 minutos (Fig. 6C) y fue eficiente en

disminuir la marca de la c-DCF desde los 30 minutos, 1, 2 y hasta las 4 horas (Fig. 6D).

220 * 180 1
— Control 1 Control *
200 | mmmm AG 160 | memm AG * *
[ +Ebselen * 140 4 1 +Ebselen
180 4
20 * #
l 4
160 1 # #
) D 100 A
LL 140 L
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120 4
60 4
100 A 40 -
80 20 A
60 - o
15 min 30 min 1h 2h 4h 15min 30min  1h 2h 4h
Tiempo de AG Tiempo de AG
240 4 * 180 1
C— Control C— Control *

1 m— AG ¥ 160 | wemm AG
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40 -
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15min 30min  1h 2h 4h 15min 30min  1h 2h 4h
Tiempo de AG Tiempo de AG

Figura 6. Efecto de moléculas antioxidantes en la produccion de ER inducida por la AG. Las células se
incubaron en medio sin glucosa durante los tiempos sefialados en presencia o ausencia de los
antioxidantes ebselen (10 uM) y trolox (250 uM). Los datos se expresan como la media + ES de
unidades relativas de fluorescencia (RFU) de 4-9 experimentos independientes y fueron analizados por
medio de una prueba ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacion
multiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa. AG, ausencia de

glucosa.
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11.4 La produccién de ER depende de &

De los experimentos anteriores se puede concluir que la produccion de ER depende, al
menos en parte, de vias enzimaticas activadas farRa lo cual decidimos investigar

si la AG causa un aumento en el calcio intracelular y si este aumento participa en la
generacion de ER.

Como se muestra en la figura 7, la AG causa un aumento efi*éh®acelular medido

como el aumento en la fluorescencia del fluo-4, desde los 15 minutos. En el panel A, se
muestran los trazos de algunas células en la condicion control, mientras que en el panel
B se muestran los trazos de las células expuestas a medio sin glucosa. Como se puede
observar en ambas graficas, el aumento en la fluorescencia es mayor en las células
sometidas a AG gque en las células control. En el panel C se muestra la cuantificacién de
271 neuronas control (barras blancas) y 326 neuronas sin glucosa (barras grises).

La ausencia de glucosa causa un aumento de 6.4, 4.7, 12.3, 24.6 y 47.7 veces sobre los
niveles basales (tiempo cero) después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos, respectivamente.
Se observé también un aumento en €l @a las células que no fueron sometidas a AG,

sin embargo, este aumento es mas discreto y solamente es significativo después de 1
hora.

Al término del registro de 120 minutos, se agregoak medio de perfusién para
observar la respuesta de las células (Insertos en panel A y B). En las células control, se
puede observar que después de este estimulo,*ela@aenta rapidamente pero los
niveles basales de éste se recuperan en poco tiempo, lo que sugiere que el aumento
observado no causa deterioro en el amortiguamiento déiracelular. Sin embargo,

en las neuronas sometidas a AG, el aumento en&li@ecelular causado por el K+
disminuye mas lentamente o no se puede amortiguar o disminuir sugiriendo que estas
células han perdido su capacidad de regular la concentracién “dénttacelular

(Inserto en panel B).
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AG

Figura 7. Curso temporal del aumento de?Cintracelular en neuronas en presencia o ausencia de
glucosa. A. Aumento en la fluorescencia del fluo-4 durante 2 horas de registro en 6 neuronas
seleccionadas en un campo en condiciones control. B. Aumento en la fluorescencia del fluo-4 durante 2
horas de registro en 5 neuronas seleccionadas en un campo en condiciones de AG. Insertos en Ay B:
ejemplos de la respuesta de algunas de las neuronas registradas durante 2 horas a un estimulo
despolarizante (K 100 mM). C. Cuantificacion de las mediciones obtenidas de 271 neuronas en
condiciones control y 326 neuronas en condiciones de AG. Los datos se analizaron por medio de una
prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacion mdiltiple.
*p<0.05 con respecto al tiempo cero AG, y **p<0.05 con respecto al tiempo cero en el caso control y &

AG con respecto al control.

Para determinar si el aumento en laZGaarticipa en la produccién de ER se midié la
produccién de éstas en presencia o ausencia de quelante$’ deil2ando BAPTA-

AM (100 nM) como un quelante de [€R intracelular y EGTA (1 mM) como un
quelante de GA extracelular. En la figura 8 se muestra el efecto de estos farmacos en la
produccion de ER durante la AG. EI BAPTA-AM disminuyé significativamente la
produccion de ER desde los 30 minutos y hasta las 2 horas en el caso del Et, y
solamente a las 2 horas en el caso de la c-DCF (Fig. 8A). El EGTA, solo tuvo efecto al
disminuir las ER que oxidan al DHE, a tiempos mas cortos, desde los 15 minutos y
hasta 1 hora (Fig. 8B). Estos experimentos sugieren que el aumento erf]a [Ca

produce ER. Sin embargo, dado que el efecto de los quelantes y de los inhibidores
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enzimaticos no es significativo en el caso de la c-DCF, podriamos sugerir que hay vias

de produccion de ER independientes d& Ca

Et c-DCF
160 7 = control 140 1 = control * *
N AG N AG
140 1 == +Bapta-AM * * 120 { 1 +Bapta-AM

I +EGTA ® N +EGTA
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100 4
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80 -
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60 -
60 -

40 - 40 4

20 A 20 4

04
15min 30min  1h 2h 4h 15min 30min  1h 2h 4h

Tiempo de AG Tiempo de AG

Figura 8. C&* y produccién de ER. Las células fueron expuestas a medio sin glucosa durante los tiempos
sefialados en presencia o ausencia de los quelantes de calcio intracelular BAPTA-AM (100 nM) o
extracelular, EGTA (1 mM). Los datos se expresan como la media zES en RFU de 4-6 experimentos
independientes y fueron analizados por medio de la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba

post-hoc de Fisher de comparacién mdltiple. *p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la AG.

11.5 Excitotoxicidad, estrés oxidativo y muerte neuronal en la AG

En experimentos previos de nuestro laboratorio hemos observado que la produccién de
ER durante la AG depende de la activacion de los receptores NMDA, ya que al
bloquear al receptor se evita el aumento en la produccion de ER detectadas por la
oxidacion del DHE, que en nuestras condiciones parece estar siendo oxidado
principalmente por superoxido. Lo anterior sugiere que el estrés oxidativo es un
componente de las vias que se activan en la excitotoxicidad durante la AG. Sin
embargo, la contribucion del estrés oxidativo a la muerte neuronal en estas condiciones
se ha explorado poco. Es por ello que en nuestro modelo estudiamos la participacion del
estrés oxidativo en la muerte neuronal, utilizando antioxidantes y comparando su efecto
contra el de los antagonistas de los receptores glutamatérgicos. En la Fig. 9 se muestra

el efecto sobre la viabilidad neuronal inducida por la AG de los antagonistas de los
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receptores glutamatérgicos NMDA y no-NMDA. Ambos antagonistas previenen

completamente la muerte neuronal.
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Figura 9. Excitotoxicidad y estrés oxidativo en la muerte neuronal inducida por AG. Las células fueron
expuestas a medio sin glucosa durante 1-2 horas. Después de la exposicién a medio sin glucosa, se
mantuvieron durante 22 horas aproximadamente en su medio de cultivo anterior y después de este tiempo
se llevé a cabo el ensayo. Los farmacos MK-801, antagonista de los receptores NMDA (10 uM), NBQX,
antagonista de los receptores no-NMDA (50 uM), se incubaron durante y después de la AG, mientras que
los antioxidantes ebselen (10 uM) y trolox (1 mM) solo se incubaron durante la AG. Los datos se
expresan como actividad de LDH de 3 experimentos independientes y se analizaron por medio de la
prueba ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacion multiple. *p<0.05

con respecto al control y # con respecto a la AG.

Los antioxidantes en cambio, tienen un efecto protector discreto, de aproximadamente
el 30%, que es significativo con respecto al control en ambos casos, aunque el efecto del
trolox, soélo resulto significativo cuando el andlisis se realizé de manera independiente
de los otros grupos. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo es un componente
de la cascada de muerte inducida por la AG (Fig. 9).

Posteriormente evaluamos la participacion de las diferentes vias de produccion de ER

en la muerte neuronal y comparamos el efecto de su inhibicion Unicamente durante la
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AG o durante y después, ya que se ha sugerido que la reintroduccion de glucosa
ocasiona un aumento importante en la produccion de ER a través de la NOX lo cual
contribuye de manera importante en la muerte neuronal (Suh et al., 2007).

En la figura 10 se muestra el efecto de los diferentes inhibidores enzimaticos sobre la

muerte neuronal.
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Figura 10. Vias de produccion de ER y muerte neuronal. Las células se expusieron a medio sin glucosa

durante 1-2 h. El ensayo se llevo a cabo 17 horas después de iniciado el experimento. Los farmacos,
Apocinina (1 mM), Alopurinol (500 uM), Oxipurinol (50 uM) y AACOCF3 (1 uM) se incubaron durante

la AG o durante y después de la AG (AG/R). Los datos se expresan como la media + ES de umolas de
lactato/mg de proteina/hr de 3-5 experimentos independientes y fueron analizados por medio de la prueba
ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparaciéon mdltiple. *p<0.05 con

respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa.

La inhibiciébn de la NOX previene la muerte neuronal significativamente en un 35%
aproximadamente, pero solamente cuando su inhibidor esta presente durante y después
de la AG (Fig. 10), de acuerdo a reportes previos (Suh et al., 2007). La inhibicion de

esta enzima unicamente durante el periodo de la AG no protege de la muerte.
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La inhibicion de la XaO con alopurinol y con su metabolito, el oxipurinol protege en un
25% aproximadamente de la muerte neuronal, y el efecto es el mismo si se inhibe a la
enzima sélo durante la AG o durante y después de la AG.

La inhibicion de la cPLAtiene un efecto similar al de la inhibicion de la XaO, ya que
protege de la muerte neuronal en un 25% cuando se inhibe a la enzima sélo durante la
AG o durante y después de la AG.

Por ultimo, para comprobar que el componente principal en muerte neuronal inducida
por la AG es la excitotoxicidad a través de la activacion del RNMDA o excluir la
posibilidad de que el farmaco (MK-801) tuviera otros efectos que contribuyeran a su
efecto protector, decidimos utilizar otro antagonista de los receptores NMDA, la
memantina. Junto con estos experimentos también se probo el efecto protector de los
quelantes de Gaen la muerte neuronal. Estos experimentos se hicieron usando el
ensayo de supervivencia MTT.

En la figura 11 se puede observar que el efecto protector de la memantina es
practicamente el mismo que el del MK-801, lo cual quiere decir que la activacion de
este receptor desencadena las sefales, entre ellas al estrés oxidativo que conllevan a la
muerte neuronal.

En esta grafica también se muestra el efecto del EGTA, quelantedex@acelular.

Este compuesto previno eficientemente la muerte neuronal, su efecto es similar al de los
antagonistas del receptor NMDA. En el caso del BAPTA-AM, no pudimos encontrar
efecto alguno a ninguna de las concentraciones probadas. Lo anterior esta de acuerdo
con los resultados encontrados hasta el momento, en los que mostramos que el estrés
oxidativo es un componente de la excitotoxicidad durante la AG, y que la entrada de
Cd" por el NMDAR activa sefiales que conllevan a la muerte neuronal.

En contraste, el NDGA no tuvo ningun efecto protector a pesar de abatir la produccion

de ER.
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Figura 11. Excitotoxicidad y muerte neuronal durante la AG. Las células fueron expuestas a medio sin
glucosa durante 1-2 h y posteriormente se regresaron al medio de cultivo anterior. El ensayo se llevo
acabo 24 horas después de iniciado el experimento. Los resultados se expresan como la reduccion de
MTT con respecto al control de al menos 3 experimentos independientes que fueron analizados por medio
de una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Fisher de comparacion miiltiple.
*p<0.05 con respecto al control y # con respecto a la ausencia de glucosa.
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12. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la AG estimula
rapidamente la produccion de ER a través de vias dependiente$’ dar@ecedentes

de nuestro laboratorio sugieren que la produccion de ER en estas condiciones depende
de la activacién de los receptores ionotropicos glutamatérgicos, principalmente del
RNMDA, ya que cuando se bloquea este receptor se evita completamente la produccién
de ERO. Se utilizaron dos marcadores de produccién de ER, el DHE y lgD&SBHy

se observé que la inhibicion de las enzimas productoras dasDcomo los quelantes

de C&"* disminuyeron eficientemente la oxidacién del DHE, lo cual nos permite sugerir
que la sefial producida por el Et es dependiente del aumento efi']a jCgue el G~

es una de las ER importantes que se generan durante la AG. Por otra parte la oxidaciéon
de la c-DHDCF sélo se previno en presencia de antioxidantes.

Las vias involucradas en la produccion de ER durante la AG se estudiaron a
continuacion. Se observo que durante la AG la cPLA2 es una de las enzimas que
contribuye a la formaciéon temprana de ER y radicales libres, ya que su inhibicion
previno el aumento en la generacion de ER a tiempos cortos (15 minutos-1 hora). La
activacion de esta enzima genera el rompimiento de fosfolipidos en la membrana
plasmatica, y uno de sus productos es el acido araquidénico, que al metabolizarse a
través de lipooxigenasas y cicloxigenasas gengry OH', respectivamente (Nanda et

al., 2007). La inhibicibn de la lipooxigenasa utilizando NDGA, también redujo
importantemente la generacion de ER. En reportes previos se ha observado que una de
las isoformas de esta enzima participa en la generacion de ER durante la reintroduccion
de glucosa después de un periodo de AG (Nagasawa et al., 2007), sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales, participa en la generacion de ER durante la AG.
Por otra parte, la XaO parece contribuir a la generacibn mas tardia de especies
reactivas, ya que su inhibicion reduce las especies a tiempos mas largos de AG (1-2h).
La enzima xantina deshidrogenasa es convertida a XaO por protedlisis dependiente de
ca&* y por oxidacién de sus grupos —SH causando la oxidacién de la hipoxantina
acumulada a xantina en condiciones de disminucién de ATP, producighgoHO,
(McCord, 1985). Debido a que en nuestro modelo existe una disminucion en los niveles
de ATP y una activaciéon de los RNMDA que aumentan €' Qaracelular, la
participacion de esta enzima es de esperarse.
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Estos resultados concuerdan con estudios que sugieren que la XaO y la cPLA2
contribuyen a la generacion de ER en condiciones de isquemia cerebral (Lin and Phillis,
1991; Owada et al., 1994; Saluja et al., 1997; Arai et al., 2001; Abramov et al., 2007).

Por otro lado, la inhibicién de la NOS, utilizando dos diferentes inhibidores, no redujo
la oxidacion de ninguno de los dos marcadores utilizados lo cual sugiere que esta
enzima no esta involucrada en la produccion de NO en la AG. Esta enzima requiere
NADPH para generar NO y citrulina a partir de L-arginina. En las presentes
condiciones la sintesis de NADPH a través de la via de las pentosas se veria disminuida
por la falta de glucosa, lo cual posiblemente limite la participacion de esta enzima. Lo
anterior esta de acuerdo con trabajos previos en condiciones de inhibicion glucolitica en
la retina o de AG en astrocitos, en los que se observl que esta enzima no participa en la
generacion de especies reactivas (Papadopoulus, 1997; Rego et al., 1999).

De acuerdo con la sugerencia de que los mecanismos dependienté$ piart@#pan

en la generacién de ER, los quelantes d& é&racelular y extracelular disminuyen la
oxidacion de los marcadores aunque no completamente en el caso de la c-DCF,
sugiriendo que hay vias de generacién de ER que no se activarfpor Ca

Otra fuente de ERO es la NOX. La activacion de esta enzima también es dependiente de
Ccd”*, aunque indirectamente, ya que se activa, entre otros mecanismos, por la proteina
cinasa C, cuya activaciéon depende d&"Qza PKC fosforila una de las subunidades de

la NOX, lo cual hace que la subunidad se traslade a la membrana plasmatica y se
ensamble todo el complejo enzimatico (Sorce y Krause, 2009). La inhibicion de la NOX
redujo la oxidacion del DHE a Et desde los 15 minutos y hasta 1 hora de iniciada la AG.
En las presentes condiciones experimentales, los niveles de glucosa no llegan a “cero”
inmediatamente, dado que se retira la glucosa extracelular, pero la glucosa intracelular
sigue estando disponible, esto permitiria la activacidbn de esta enzima que requiere
NADPH, a tiempos cortos. De acuerdo a nuestros experimentos, después de cierto
tiempo la inhibicion de esta enzima deja de tener efecto en la produccion de ER.

Otra fuente de ER es la mitocondria. La participacion de la mitocondria en la
generacion de ER se ha reportado en trabajos previos en condiciones de AG en
neuronas granulares de cerebelo. Sin embargo, en ese trabajo se observo que la
produccion de ER por la mitocondria ocurre en condiciones no excitotoxicas, ya que al
bloquear al RNMDA se siguen produciendo ER por este mecanismo (Isaev et. al.,
2008).

La contribucion del estrés oxidativo a la muerte neuronal inducida por la AG no se

conoce del todo. Nuestros resultados sugieren que el estrés oxidativo es un componente

64



de la muerte neuronal excitotoxica que ocurre en condiciones de AG ya que los
antioxidantes trolox y ebselen disminuyeron parcialmente la muerte neuronal. El
ebselen, mimético de la glutation peroxidasa podria prevenir la propagacion en la
lipoperoxidacion membranal manteniendo la integridad de la membrana plasmética.
Ademas, este compuesto a concentraciones bajas, inhibe a la NOX, lipooxigenasas y a
la NOS (Schewe, 1995). En condiciones de inhibicion glucolitica, se ha reportado
proteccion en contra de la muerte neuronal con antioxidantes como la vitamina E (Rego
et al.,, 1999; Massieu et al., 2003). Ademas, el trolox aumenta el efecto protector del
dextrofano, un antagonista del RNMDA, en condiciones de AG (Chow et al., 1994).

Por otra parte, se exploroé la participacion de las diferentes vias de produccion de ER en
la muerte neuronal. En este sentido, encontramos que la produccion de ER a través XaO
y cPLAZ2 participa en la muerte neuronal, ya que su inhibicion tuvo un efecto protector
sobre la muerte. Ademas, encontramos que la participacion de estas enzimas se debe a
su activacion durante la AG, y que ésta contribuye a la muerte ya el efecto protector de
su inhibicion fue el mismo cuando los inhibidores estuvieron presentes sélo durante la
AG o durante y después de la AG. Lo anterior sugiere ademas que la posible
participacion de estas enzimas en la generacion de ER que ocurre durante la
reintroduccion de glucosa no seria tan importante para la supervivencia neuronal (Suh et
al 2007).

La participacion de la activacion de la NOX en la muerte neuronal inducida por la AG
fue diferente a la de las otras enzimas. Observamos que de acuerdo a estudios previos
(Suh et al., 2007) la inhibicion de esta enzima protege solamente cuando ocurre tanto
durante como después de la AG, ya que si su inhibidor solo esta presente durante la
ausencia de glucosa, no se observa proteccion alguna; sin embargo si el inhibidor se
agrega ademas en el periodo de recuperacién se observa proteccion.

Los presentes resultados sugieren que el estrés oxidativo contribuye a la muerte
neuronal inducida por ausencia de glucosa. Sin embargo, no es el Unico mecanismo
involucrado, ya que ninguno de los inhibidores enzimaticos ni los antioxidantes
previnieron completamente la muerte neuronal. No obstante, los antagonista de los
RNMDA, MK-801 y memantina protegieron casi completamente a las células en contra
de la muerte neuronal, sugiriendo que otros mecanismos dependientés id&iddos

por la excitotoxicidad estan involucrados. Esto Ultimo esta de acuerdo con la proteccion
que observamos con el quelanté'Gatracelular EGTA.
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13. Conclusiones

La ausencia de glucosa induce un aumento en la concentracion intracelulaf e Ca

cual activa a la XaO, a la cPLAa lipooxigenasas y a la NOX, pero no a la NOS. Las
especies producidas por estas enzimas contribuyen a la muerte neuronal.

La identificacion de estas vias contribuye al conocimiento de los mecanismos que
conducen a la muerte neuronal inducida por la privacion de glucosa. Esto es relevante
en la patologia humana ya que la ausencia de glucosa cerebral se asocia a condiciones

patolégicas como la hipoglucemia y la isquemia cerebral.
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14. Per spectivas

En el presente estudio se determiné que hay un aumento en la concentraciéh de Ca
intracelular y que enzimas productoras de ER se activan como consecuencia de dicho
aumento, lo cual contribuye a la muerte neuronal inducida por la AG. Sin embargo, adn
falta por conocer cuales son los sistemas involucrados en el aumento de calcio
intracelular. Los resultados sugieren que este aumento se debe a su entrada por el
RNMDA, pero podrian participar otros sistemas como los CCSV, el intercambiador
Na'/C&* o la falla en los sistemas de almacenamiento del reticulo endoplasmico o en
los mecanismos de extrusién de calcio, como la ATPasa dar@mbranal. También

falta por conocer la participacién de la mitocondria en la generacion de ER y de la
reduccion en los niveles de GSH, o de otros sistemas de defensa antioxidante.
Finalmente, falta por conocer otros componentes activados por el aumento éh el Ca
intracelular, que contribuyen a la muerte, como proteasas dependientes de calcio, estrés

reticular, dafio mitocondrial y la generacion de apoptosis.
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Abstract-Oxidative stress has been suggested as a mecha-
nism contributing to neuronal death induced by hypoglyce-
mia, and an early production of reactive species (RS) during
the hypoglycemic episode has been observed. However, the
sources of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species
have not been fully identified. In the present study we have
examined the contribution of various enzymatic pathways to
RS production and neuronal death induced by glucose depri-
vation (GD) in hippocampal cultures. We have observed a
rapid increase in RS during GD, which depends on the acti-
vation of NMDA and non-NMDA receptors and on the influx of
calcium from the extracellular space. Accordingly, intracellu-
lar calcium concentration [Ca®*]; progressively increases
more than 30-fold during the GD period. It was observed that
superoxide production through the activation of the calcium-
dependent enzymes, phospholipase A, (cPLA,) and xanthine
oxidase (Xa0), contributes to neuronal damage, while nitric
oxide synthase (NOS) is apparently not involved. Inhibition of
cPLA, decreased RS at early times of GD whereas inhibition
of XaO diminished RS at more delayed times. The antioxi-
dants trolox and ebselen also showed a protective effect
against neuronal death and diminished RS generation. Inhi-
bition of NADPH oxidase also contributed to the early gener-
ation of superoxide. Taking together, the present results sug-
gest that the early activation of calcium-dependent ROS pro-
ducing pathways is involved in neuronal death associated
with glucose deprivation. © 2010 IBRO. Published by Elsevier
Ltd. All rights reserved.
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Abbreviations: c¢c-DCF, carboxy-2',7’-dichlorofluorescein diacetate;
c-H,DCFDA, 5-(and-6-)carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diac-
etate; cPLA2, calcium-dependent cytosolic phospholipase A,; DHE,
dihydroethidium; DIV, days in vitro; EPTU, 2-ethyl-2-thiopseudourea
hydrobromide; Et, ethidium; GD, glucose deprivation; LDH, lactate
dehydrogenase; LOX, lipoxygenase; MK-801, dizolcipine(+)-5-me-
thyl-10,11-dihydroxy-5H-dibenzo(a,d)-cyclohepten-5,10-imine mal-
eate; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide;
NBQX, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]lquinoxaline-2,3-di-
one; NDGA, nordihydroguaiaretic acid; NOS, nitric oxide synthase;
RFU, relative fluorescence units; RNS, reactive nitrogen species;
ROS, reactive oxygen species; RS, reactive species; XaO, xanthine
oxidase; 7-Nl, 7-nitroindazole.

Key words: hypoglycemia, oxidative damage, excitotoxicity,
xanthine oxidase, phospholipase A,, NADPH oxidase.

Glucose is the main energy source in the brain, whenever
blood glucose concentration decreases below 20 mg/dl,
brain activity ceases and the hypoglycemic coma, also
known as the isoelectric period, takes place. A 30—60 min
period of isoelectricity induces selective brain damage in
vulnerable brain regions, including the cerebral cortex, the
hippocampus and the striatum (Auer et al., 1984a,b;
Kalimo et al., 1985). The mechanisms underlying hypogly-
cemic neuronal damage are not completely understood but
early studies suggested the participation of an excitotoxic
mechanism triggered by the release of glutamate, and
particularly aspartate, soon after the onset of the isoelec-
tric period (Sandberg et al., 1986; Wieloch, 1984). In ad-
dition, recent investigations have suggested that oxidative
stress is associated with hypoglycemic neuronal damage
(Suh et al., 2007, 2008; Haces et al., 2008, 2010). Studies
show that glucose reintroduction after the isoelectric period
correlates with the presence of superoxide and nitroty-
rosine immunoreactivity, and suggest that glucose reintro-
duction stimulates oxidative stress through the activity of
NADPH oxidase (Suh et al., 2007, 2008). On the other
hand, oxidative stress might be an early response to the
hypoglycemic condition because a selective increase in
lipoperoxidation is observed before the onset of the iso-
electric period, in vulnerable brain regions (Haces et al.,
2010). In agreement, other studies have shown increased
lipoperoxidation in brains from hypoglycemic mice non-
subjected to a coma period (Patockova et al., 2003). These
observations suggest that the hypoglycemic condition fa-
vors the production of reactive oxygen and nitrogen (ROS/
RNS) species, which might participate in the induction of
the subsequent neuronal death. However, little is known
about the pathways involved in the early generation of
reactive species (RS) during the hypoglycemic condition.
Recent studies have reported increased mitochondrial
ROS production during hypoglycemia in newborn piglets
(McGowan et al., 2006), as well as in cultured cerebellar
granule neurons during glucose deprivation (GD) (Isaev et
al., 2008). GD of cultured neurons can be used as an in
vitro model to study the mechanisms of neuronal damage
associated with the hypoglycemic condition. In previous
studies we have shown that hippocampal cultured neurons
are highly vulnerable to energy failure, and die after inhi-
bition of the glycolytic pathway with iodoacetate, a potent
inhibitor of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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Neuronal death induced in this condition involves energy
depletion, activation of glutamate receptors, elevation of
the intracellular calcium concentration and RS production
(Hernandez-Fonseca et al., 2008). In the present study we
aimed to identify through a pharmacological approach, the
different pathways involved in the production of RS, and
their contribution to cell death in hippocampal cultured
neurons deprived from glucose. Results indicate that GD
rapidly induces RS generation, involving the activity of
several enzymatic pathways including xanthine oxidase
(Xa0), the calcium-dependent cytosolic phospholipase A,
(cPLA,), lipoxygenase (LOX) and NADPH oxidase. Mean-
while, nitric oxide synthase (NOS) is apparently not in-
volved. RS generation is dependent on the activation of
glutamate receptors and on calcium influx from the exter-
nal milieu. Results suggest that oxidative stress contrib-
utes to neuronal damage, since the antioxidants trolox and
ebselen as well as the inhibitors of XaO, cPLA, and
NADPH oxidase partially prevented neuronal death.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cell culture

Primary cultures of hippocampal neurons were prepared from
Wistar rat embryos of 17-18 days of gestation as previously
described (Hernandez-Fonseca and Massieu, 2005). Cells were
suspended in Neurobasal culture medium (Brewer et al., 1993)
supplemented with B27 (Gibco, Rockville, MD, USA), 0.5 mM
L-glutamine and 20 pg/ml gentamicin (Sigma RBI, St Louis, MO,
USA), and plated at a density of 260—290x10%cm? (1.5x10°
cells/ml/well) in Costar 24-well plates (Cambridge, MA, USA),
precoated with poly-L-lysine (5 ng/ml, Sigma RBI, St Louis, MO,
USA). Cells were cultured for 10—-13 days in vitro (DIV) at 37 °C in
a humidified 5% CO,/95% air atmosphere. Four days after plating,
glucose (5 mM) and cytosine arabinoside (10 uM, Sigma RBI, St
Louis, MO, USA) were added. After 7 DIV medium was changed
to a mixture of 50% fresh Neurobasal medium and 50% of the
original plating medium. Animals were handled and cared accord-
ing to the NIH guide for care and use of laboratory animals (NIH
Publications No. 80-23, revised in 1996) and with the local Animal
Care Committee approval. All efforts were made in order to min-
imize animal suffering.

After 10-13 DIV neurons were exposed to glucose-free me-
dium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco, Rock-
ville, MD, USA) for different periods of time. Then, aliquots of the
medium were collected for quantification of glutamate and aspar-
tate levels, or cultures were processed for ATP or RS determina-
tions.

ROS and RNS determination

ROS and RNS production was determined at different times after
the exposure to glucose-free medium (0.25, 0.5, 1, 2 and 4 h) by
means of the fluorescent markers dihydroethidium (DHE, 3.2 uM),
and 5-(and-6-)carboxy-2',7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(c-H,DCFDA, 20 M) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
DHE has been used as a marker of superoxide because of its
relative specificity for this ROS, producing the fluorescent prod-
ucts ethidium (Et) and 2-hydroxyethidium (Bindokas et al., 1996;
Zhao et al., 2003). DHE enters the cell and after its oxidation to Et
in the cytosol it is retained within the cell nucleus because of its
interaction with DNA, staining the nucleus with bright-red fluores-
cence (Bindokas et al., 1996). c-H,DCFDA is deacetylated, oxi-
dized by ROS and RNS and converted to the fluorescent com-
pound 5-(and-6-)carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein (c-DCF), stain-

ing the cell cytoplasm with bright-green fluorescence (Hockenbery
et al., 1993). Cells were plated on 24-well plates and after the
different GD times, they were loaded during 20 min with the
fluorescent markers; washed with D-PBS medium containing (in
mM): 2.68 KClI, 1.46 KH,PO,, 136.8 NaCl, 8.1 NaH,PO,, and the
fluorescence signal was monitored and reported as relative fluo-
rescence units (RFU) using a Synergy HT multi-detection micro-
plate reader (Biotek Intruments, Inc. Vermont NE, USA) (488 nm
excitation and 530 nm emission for c-DCF, and 530 nm excitation
and 590 nm emission for Et). Cells were observed under an
epifluorescence microscope Carl Zeiss Axiovert 200M (Germany)
and representative images from each experimental condition were
captured through the AxioVision AC 4.4 image analyzer (Carl
Zeiss imaging Systems).

Glutamate receptor antagonists, antioxidants and inhibitors of
the different RS producing enzymes, were incubated during the
exposure to glucose-free medium. Different concentrations of en-
zyme inhibitors were used in order to find an effective dose (Fig.
1 supplemental material). The inhibitors used were: allopurinol
(250 uM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) for XaO; 7-nitroindazole
(7-NI 10 pM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) and 2-ethyl-2-
thiopseudourea hydrobromide (EPTU 500 uM, Calbiochem, La
Jolla, CA, USA) for the three isoforms of NOS; apocynin (500 uM,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for NADPH oxidase, and
arachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOCF3 1 uM, USBiological,
Swampscott, MA, USA) for cPLA,. Inhibitors were preincubated
during 30 min before the exposure to glucose-free medium.

The glutathione peroxidase mimetic 2-phenyl-1,2-benziso-
selenazol-3(2H)-one, ebselen (10 uM, Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA), the vitamin E analog, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetram-
ethylchroman-2-carboxylic acid, trolox (250 uM, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) and nordihydroguaiaretic acid (NDGA 15 and 50
uM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA), an inhibitor of LOX and a
scavenger of several ROS and RNS (Floriano-Sanchez et al.,
2006) were used as antioxidants and were incubated during the
GD period.

The effects of the NMDA receptor blocker, dizolcipine(+)-5-
methyl-10,11-dihydroxy-5H-dibenzo(a,d)-cyclohepten-5,10-imine
maleate (MK-801, 10 uM, Tocris, Ellisville, MO, USA), the non-
NMDA receptor antagonist, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[flquinoxaline-2,3-dione (NBQX, 50 uM, Tocris, Ellisville,
MO, USA), the intracellular calcium chelator BAPTA-AM (100 nM,
Alomone Labs, Jerusalem, Israel) and the extracellular calcium
chelator EGTA (1 mM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA) were also
tested. These compounds were added during the GD period.

Intracellular calcium measurements

Cultured hippocampal neurons were loaded with Fluo-4 by incu-
bation for 1 h with 1 uM Fluo-4-AM (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) at room temperature with no dispersing agents added.
A coverslip containing hippocampal neurons was placed in a
recording chamber (Mod. RC-25; Warner Instruments, Hamden,
CT, USA) on the stage of an inverted microscope (Nikon Diaphot
TMD), where they were continuously perfused (0.5 ml/min) with
Ringer medium containing (in mM): 145 NacCl, 3 KClI, two CaCl,, 2
MgCl,, 1 NaHCO4, 0.5 NaH,PO,,, 5 HEPES-Na, and either 25 mM
of glucose or no glucose was added. The pH was adjusted to 7.4
with NaOH. Epifluorescence was collected with a water immersion
objective (30x, 0.9 NA, LOMO, St. Petersburg, Russia) and a
Fluo-4 filter set (Excitation: D480/30; DCLP 505; Emission: 535/
40; Chroma Technology Corp.) mounted on the Nikon Diaphot
TMD. A high-power light emitting diode (Luxeon V Star Lamber-
tian Royal Blue LED; Lumileds Lighting LLC, San Jose, CA, USA)
was attached to an aluminum holder placed in an epifluorescence
illumination port of the microscope. The LED was controlled by a
custom-built stroboscopic power supply that provided 3 A of DC
current pulses of 6 ms duration, which were synchronously trig-
gered by the exposure trigger signal of the CCD camera (Cool-
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shap ES, Roper Scientific). Images were collected (6 ms exposure
per image, 2.5 s interval) during 2 h with Image-Pro Express
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) and the resulting
movies were analyzed with Image J software (version 1.42; http://
rsb.info.nih.gov/nih-image).

Continuous recordings of Fluo-4 fluorescence were obtained
for 2 h from a given field of view comprising approximately 40—60
hippocampal neurons. Raw fluorescence (F) was quantified from
individual neurons in a given field, and the minimum fluorescence
(Fo) of each recording was also determined. Fluorescence
changes (AF) are reported as F—Fo. No attempts were made to
extrapolate from these data intracellular Ca2* concentrations. At
the end of the 2 h recording, a new acquisition started for 8 min
and after 2 min of recording 1 ml of a solution containing 100 mM
KCL, 2 mM CacCl, and 10 mM HEPES (pH: 7.4 with KOH) was
added to the chamber, while bath perfusion with Ringer medium
was maintained continuously. High K* exposure depolarized all
neurons in the field and produced a transient fluorescence in-
crease attributed to calcium influx through voltage-gated calcium
channels. Numerical results were plotted with Origin 3.8 (Microsoft
Software, Inc., Northampton, MA, USA)

ATP determination

ATP levels were determined at different times after the exposure
to glucose-free medium (0.25, 0.5, 1, 2 and 4 h), and at the end of
a 3 h recovery period following 1 h of GD. ATP levels were
determined by means of a luminometer through the luceferin-
luciferase quimioluminescent kit (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA), as previously described (Hernandez-Fonseca and Mas-
sieu, 2005) and ATP concentrations were calculated from read-
ings obtained from an ATP standard curve (from 6.5 to 250 pmol).
Aliquots of cell homogenates were kept for protein determination
by the Bradford’s method (Bradford, 1976) and data are ex-
pressed as pmol/ug of protein.

Determination of amino acid extracellular
concentration

Amino acid concentration in the culture medium was measured by
HPLC in control cultures not exposed to glucose-free medium,
and in cultures exposed to GD for 1 and 4 h. Aliquots from cultured
medium were deproteinized with perchloric acid (7%) and neutral-
ized with KOH. Amino acid content was determined by HPLC as
previously reported (Estrada-Sanchez et al., 2007). Briefly, sam-
ples were derivatized with the same volume of o-phthalaldehyde
(Sigma RBI, St Louis, MO, USA) and injected into an HPLC
system (Waters 600, Milford, MA, USA) equipped with an ODS
column (25 cmx4 mm internal diameter, Supelco, Inc., Bellefonte,
USA). The mobile phase consisted of 18% methanol: 22% aceto-
nitrile: 14% isopropanol: 46% phosphate buffer (60 mM, pH=6.65)
and a flux rate of 1 ml/min was used in a linear gradient of 33 min
duration from 10 to 90% solvent mixture. Amino acid concentra-
tion was calculated by comparison with a standard mixture of
amino acids equally processed. Results are expressed as amino
acid concentration in uM. When the effect of MK-801 and NBQX
was tested, the antagonists were present during the GD period (1
or 4 h).

Cell survival

Cultures were exposed to glucose-free medium for different peri-
ods of time (1, 2, 4 and 8 h). Immediately after, medium was
substituted for the medium previously withdrawn from each well,
and cells were left to recover for 23, 22, 20 or 16 h, according to
the GD period. Cell survival was monitored by the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, Sigma RBI,
St Louis, MO, USA) assay (Mosmann, 1983; Berridge and Tan,
1993) as previously described (Hernandez-Fonseca et al., 2008)

or by the lactate dehydrogenase release (LDH) assay (see below).
When MK-801 and NBQX were tested, they were added during
the GD and the recovery periods.

LDH release

Cell survival was also monitored by the assessment of LDH re-
lease 17-24 h after 1 h of GD. LDH activity was assessed in the
culture medium by measuring the decrease in optical density
resulting from the oxidation of NADH at 340 nm using pyruvate as
a substrate (Bergmeyer and Bernt, 1968). Briefly, after treatment,
culture medium was incubated in phosphate buffer (1 mM, pH 7.5)
with NADH (9.4 mM, Sigma RBI, St Louis, MO, USA). The reac-
tion was started with the addition of pyruvate (20 mM, Sigma RBI,
St Louis, MO, USA) to the mixture, and the change in optical
density was monitored during 180 s in a sprectrophotometer. Cells
were homogenized and protein content was measured by the
Lowry’s method using the BioRad kit (BioRad Laboratories CA,
USA). Data are expressed as umol of lactate/mg/hour. In this
case, MK-801 (10 uM) and NBQX (50 uM) were added during and
after the GD periods. The antioxidants ebselen (10 uM), trolox (1
mM) and NDGA (15 and 50 uM) were incubated only during GD,
while the enzyme inhibitors, allopurinol (250 uM), oxipurinol (50
uM), 7-NI (10 M), EPTU (500 uM), apocynin (1 mM) and
AACOCEF3 (1 uM) were either added only during GD or during and
after GD. The concentrations used of enzyme inhibitors were
chosen according to dose-response curves showing a significant
reduction in ROS production (Fig. 1 supplemental material).

Statistics

In all cases data were analyzed by one-way ANOVA followed by
a Fisher's multiple comparison test and are expressed as
mean=SEM. Significant differences between data were consid-
ered when P<0.05.

RESULTS
RS production during GD

The production of ROS and RNS was determined by
means of the fluorescent markers Et and c-DCF at different
times after the exposure to glucose-free medium. Results
in Fig. 1B show that GD induces a rapid and significant
increase in RS from 15 min, reaching a maximum after 1 h.
When cells were exposed to GD during 4 h a lower Et
fluorescent signal was observed, suggesting that at this
time, the production of ROS diminishes or that neurons
start to die. Nonetheless, Et fluorescence remained ele-
vated relative to the control condition (Fig. 1B). In the case
of ¢c-DCF, a significant increase in the fluorescent signal
was detected at later times (1-4 h of GD). A representative
experiment showing Et- and c-DCF-positive cells after dif-
ferent exposure times to GD is depicted in Fig. 1A. As can
be observed 30 min after GD many cells are positive to
both fluorescent markers. At 1 h many cells are still posi-
tive to the fluorescent markers, look swollen (arrows in top
panel) and nuclei appear shrunken and condensed (ar-
rows in middle panel). At 4 h cultures look damaged, many
cell somata are no longer visible and nuclei appear
shrunken. From these experiments it can be concluded
that 4 h after the continuous exposure to GD many cells
are damaged (Fig. 1A).
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Fig. 1. RS production during the exposure of cultured cells to GD. (A) Photomicrographs from a representative experiment showing positive cells to
Et and c-DCF at the indicated times of GD. Scale bar=10 um, black arrows show swollen cells and white arrows indicate condensed nuclei. (B)
Quantification of RS produced at different times of GD; data are expressed as means+SEM of relative fluorescence units (RFU) from six independent
experiments * P<0.005 relative to control. For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version

of this article.

Antioxidant and enzyme inhibitors reduce ROS
production

Subsequently, we studied the effect of antioxidants on the
oxidation of DHE to Et and of c-H,DCFDA to c-DCF during
GD. As shown in Fig. 2A, the glutathione peroxidase an-
alogue, ebselen (10 uM), partially reduced Et and c-DCF

fluorescence. A significant reduction in Et fluorescence
was observed from 15 min to 2 h, while in the case of
¢c-DCF ebselen caused a reduction in the fluorescent in-
tensity only at more delayed times (1-4 h). NDGA (50 uM),
a potent scavenger of several ROS and RNS efficiently
reduced both Et and c-DCF fluorescent signals even at 4 h
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Fig. 2. Effect of antioxidants against GD-induced RS generation. Neurons were incubated during the indicated times in the presence or the absence
of 10 uM ebselen (A), 50 uM NDGA (B) and 250 uM trolox (C). Data are expressed in means=SEM in relative fluorescence units (RFU) from four
to six independent experiments. * P<0.005 relative to control and # P<0.05 relative to GD.

in the case of c-DCF (Fig. 2B). The vitamin E analog, trolox
(250 uM) partially reduced the increase in Et fluorescence
and this effect was statistically significant only at 15 and 30
min of GD. In contrast, it effectively reduced the increase in
c-DCF intensity at later times (Fig. 2C).

Using a pharmacological approach, we attempted to
identify the sources of RS generation, through the inhibi-
tion of various ROS and RNS producing pathways. In this
case, we only show the results for Et fluorescence, be-
cause none of the enzymatic inhibitors decreased signifi-
cantly the c-DCF fluorescent signal. The XaO inhibitor,
allopurinol (250 wM), prevented the increase in Et fluores-
cence induced by 1-2 h exposure to glucose-free medium,

but not that induced by short exposure times (15-30 min)
(Fig. 3A). At 100 pM, allopurinol was also effective but not
at lower concentrations (Fig. 1 supplemental material). The
cPLA, inhibitor AACOCF3 (1 uM) efficiently prevented the
increase in the Et fluorescent signal at early times, but was
less effective in reducing ROS at 2 and 4 h (Fig. 3A). A
higher concentration of AACOCF3 (5 uM) also reduced
ROS production, while doses lower than 1 uM showed no
effect (Fig. 1 supplemental material). Apocynin, an inhibitor
of NADPH oxidase, showed a very similar effect to that of
AACOCF3. At a 500 uM concentration apocynin reduced
ROS produced at early times (15 min to 1 h) but not those
generated at longer times. Lower concentrations of this
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Fig. 3. Effect of different enzyme inhibitors on the increase in Et fluorescence induced by GD. (A) Cells were incubated at indicated times in glucose
free medium in the presence or the absence of 250 uM allopurinol, 1 uM AACOCF3, 500 uM apocynin, 10 uM 7-NI and 500 uM EPTU. Data are
expressed in means=SEM in RFU from four to six independent experiments. * P<0.005 relative to control and * P<0.05 relative to GD. (B)
Photomicrographs showing the effect of allopurinol, AACOCF and apocynin on the number of Et-positive cells 1 h after GD. Scale bar=20 um.

inhibitor (100 and 250 wM) showed similar effects (data not
shown).

In contrast to these findings, the inhibitors of NOS, 7-NI
and EPTU did not reduce the fluorescent signals at any of
the times or concentrations tested (Fig. 3A and Fig. 1
supplemental material). Images from representative exper-
iments showing the effect of the different enzyme inhibitors
on Et-positive nucleus are shown in Fig. 3B. As can be
observed, the number of Et-positive cells is lower in cul-
tures incubated in the presence of allopurinol, AACOCF3
and apocynin. The lack of effect of 7-NI and EPTU is
shown in Fig. 1 from the supplemental material.

RS production is calcium-dependent

The effect of the NMDA and non-NMDA receptor antago-
nists, MK-801 (10 uM) and NBQX (50 uM), respectively,

on RS production was also tested. As observed in Fig. 4A,
the NMDA receptor blocker, MK-801, completely pre-
vented the increase in the Et signal while that of c-DCF
was less sensitive. NBQX significantly reduced the Et sig-
nal only at short exposure times (15 min—1 h) and it had no
effect on c-DCF fluorescence (Fig. 4A). The incubation
with the calcium chelators, BAPTA-AM (100 nM) and
EGTA (1 mM) also reduced the fluorescence intensity
increase (Fig. 4B) mainly that of Et, suggesting that an
early increase in the intracellular calcium concentration
might be involved in ROS production.

Based on these findings we aimed to investigate
whether GD does induce an increase in the intracellular
concentration of calcium. According to the results shown in
Fig. 5, cells exposed to glucose-free medium showed a
progressive and significant increase in the intracellular
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Fig. 4. Effect of glutamate receptor antagonists and calcium chelators on RS production. Neurons were incubated in glucose-free medium for the
indicated times in the presence or the absence of the NMDA receptor antagonist MK-801 (10 uM), the non-NMDA receptor antagonist NBQX (50 nM)
(A), and the calcium chelators EGTA (1 mM) and BAPTA-AM (100 nM) (B). Data are expressed as means=SEM in RFU from four to six independent
experiments. * P<0.005 relative to control and * P<0.05 relative to GD treatment.

concentration of calcium (Fig. 5B). Increases of 6.4, 4.7,
12.3, 24.6 and 47.7-fold above resting levels were ob-
served after 30, 60, 90 and 120 min of GD, respectively
(Fig. 5C). The intracellular concentration of calcium also
increased progressively in control cultures maintained in
glucose-containing medium (Fig. 5A); however, this in-
crease was significantly smaller than that observed in cul-
tures incubated in the absence of glucose (Fig. 5C). In this
case, the maximum change in fluorescence after 2 h was
10-fold. The fluo-4 fluorescence increase in the GD con-
dition was significantly different from the glucose-contain-
ing condition as early as 15 min, and it remained signifi-
cantly different afterwards. The increase in cell resting
Fluo-4 fluorescence in glucose containing medium be-
came significant only after 1 h of recording. This increase
in resting fluorescence could be due to a number of rea-
sons including photodamage, free radical production and
mild calcium homeostasis deterioration. Also, recording
conditions, including bath temperature (~22 °C) and solu-
tion composition (HEPES buffered medium) are not opti-
mal for long-time preservation of cellular functions.

After 2 h of GD the transient increase in calcium fluo-
rescence resulting from the depolarization with a high po-
tassium solution was examined in cells from the GD con-
dition and compared to that of control cells (see insets in
Fig. 5A, B). As these records show, the calcium rise re-
turned very slowly or did not return to basal levels in cells

deprived from glucose, while the basal levels of calcium
were recovered rapidly in most of cells of the control cul-
tures.

The results described above suggest that the intracel-
lular calcium homeostasis is compromised in hippocampal
neurons after 2 h of GD. This effect might result from the
fall in energy levels and the subsequent failure of energy-
dependent calcium-sequestration and calcium-extrusion
mechanisms. As expected, we observed that ATP levels
progressively decline during the exposure to glucose-free
medium. After 15 min of GD ATP levels are significantly
lower than control values, and remain low during the next
2 hour (Fig. 6A). After 4 h exposure, ATP levels diminish
even further and this effect is statistically different from that
observed 1 h after GD. When cells were exposed during
1 h to glucose-free medium and left to recover during 3 h
in glucose-containing medium (1 h+3 hR), ATP levels did
not recover and remained low (Fig. 6A).

Excitotoxicity is involved in GD-induced neuronal
death

The extracellular concentration of glutamate and aspartate
was determined 1 and 4 h after the continuous exposure to
glucose-free medium. It was observed that after 1 h of GD
glutamate concentration significantly increased 2.6-fold
relative to control levels, while aspartate concentration did
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Fig. 5. Time-dependent increase of intracellular calcium concentration in hippocampal neurons in the presence and in the absence of glucose. (A)
Fluo-4 net fluorescence increase of six selected neurons from the field of view of a control culture over a 2 h recording period. Spontaneous brief
fluorescence increases are visible; perhaps reflecting bursts of electrical activity. A small sustained rise in resting fluorescence is seen in most cells.
(B) Fluorescence increase of five selected neurons from the field of view of another culture over a 2 h recording period in glucose-free medium.
Spontaneous transient fluorescence increases are larger and more frequent in this case. The sustained rise in resting fluorescence is more
conspicuous in this condition. Insets in (A) and (B): examples of calcium transients recorded from the same neurons in response to bath application
to High-K* medium after 2 h of recording (see Methods). These transient raises decay considerably more slowly in neurons subjected to the
glucose-deprived condition. (C) Summary of measurements obtained from 271 neurons in the control condition, and 326 neurons in the glucose
deprived condition. n=4 independent hippocampal cultures. * P<<0.005 relative to T=0, ** P<0.005 relative to T=0, & P<0.005 relative to cultures

recorded in glucose-containing medium.

not change (Fig. 6B). Four hours after the exposure to
glucose-free medium glutamate increased further, about
12-fold over control levels, while aspartate levels were also
significantly augmented but to a lesser extent (Fig. 6C).
This increase was prevented by MK-801, suggesting that
amino acid release at this time results from leakage from
damaged cells. In contrast, MK-801 had no effect on the
increase of glutamate at 1 h, suggesting that the extracel-
lular accumulation of this amino acid at this time results
from its release or its reduced removal from the extracel-
lular space. Failure of glutamate clearance is expected
because glutamate transporters are energy-dependent
and ATP levels are already low after 1 h of GD. In contrast
to MK-801, the non-NMDA receptor antagonist, NBQX, did
not reduce the accumulation of excitatory amino acids at
4 h, suggesting a major role of NMDA receptors in the
induction of neuronal damage and subsequent amino acid
leakage.

Based on these observations, we tested the effect of
the NMDA and non-NMDA glutamate receptor blockers on
neuronal survival. For this purpose cultures were exposed
to glucose-free medium during different periods of time (1,
2, 4 and 8 h) in the presence or the absence of MK-801 or
NBQX, and cell survival was evaluated by the MTT assay
after recovery in glucose-containing medium for periods of
23, 22, 20 and 16 h, respectively. Glutamate receptor
antagonists were added during and after GD. As indicated
in Fig. 7A, cell survival diminished significantly in 60%
when exposed to GD during 1 h. Cell death was prevented
by MK-801, and to a lesser extent by NBQX. Longer ex-
posure times (2, 4 and 8 h) to glucose-free medium further
increased cell death. This was significantly prevented by
both MK-801 and NBQX, although MK-801 showed better

protection. Thus, an excitotoxic mechanism is involved in
neuronal damage triggered by energy failure and the ac-
cumulation of excitatory amino acids in the extracellular
space. As shown in Fig. 7B, 23 h after 1 h exposure to GD,
the number of dark cells with a normal morphology is
reduced while neurites look thinner and fragmented. When
MK-801 and NBQX were present many dark normal-ap-
pearing cells can be observed, as in control cultures. In
agreement with MTT data, cultures incubated with MK-801
are better preserved.

The protective effect of MK-801 and NBQX was cor-
roborated by monitoring LDH release and was compared
to that of antioxidants. As observed in Fig. 8A, both antag-
onists of ionotropic glutamate receptors completely pre-
vented neuronal damage induced by 1 h GD. The antioxi-
dants ebselen and trolox, also partially reduced LDH re-
lease in about 30%, although the effect of trolox was only
significant when analyzed against the GD condition sepa-
rately from the other compounds. On the other hand, neu-
ronal death induced by 1 h GD was partially reduced in
about 25% in the presence of allopurinol, AACOCF3 and
apocynin (Fig. 8B). The allopurinol metabolite oxypurinol,
reduced cell death to the same extent as allopurinol. All
these inhibitors, with the exception of apocynin, were
equally effective in reducing neuronal death either when
incubated only during GD, or during and after GD. In
contrast, 1 mM apocynin prevented neuronal death only
when present during both the GD and the recovery periods
(Fig. 8B).

NDGA showed no protection against neuronal death
despite it prevented ROS production; in fact it exerted
some toxicity at 50 uM as monitored by the MTT assay
(data not shown). At 15 uM NDGA elicited no toxicity and
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Fig. 6. ATP and amino acid levels after culture exposure to GD. (A) ATP levels were determined by the luciferin—luciferase assay after exposing cells
to glucose-free medium during the indicated times. Data are expressed as means=SEM from four independent experiments. * P<0.0001 relative to
control, # P<0.05 relative to 1 h GD. (B, C) Amino acid concentration as determined 1 and 4 h after GD. Culture medium was collected at the indicated
times after GD and glutamate and aspartate levels were measured by HPLC. Data are expressed as means*SEM from three independent
experiments. * P<0.05 relative to control and # P<0.05 relative to GD treatment.

significantly reduced Et fluorescence (Control=89.5+4.3;
GD=156.7+7.4; GD+NDGA=102.5+12.9 P=0.0014,
n=4, data from 1 h exposure to GD), however no signifi-
cant protection was observed at this concentration, ac-
cording to the MTT assay (control=0.410+0.046; GD
0.193+0.022; GD+NDGA 0.26+0.060, n=3). The NOS
inhibitors 7-NI and EPTU showed no protection (data not
shown).

DISCUSSION

The present study demonstrates that GD rapidly stimulates
RS production, by a mechanism involving the activation of
NMDA receptors. In particular, the Et fluorescence in-
crease was reduced by NMDA receptor blockade and the
calcium chelators, EGTA and BAPTA-AM. Since DHE is
mainly oxidized by superoxide, although it is also a target
of other RS (Gomes et al., 2005; Zhao et al., 2003; Rob-
inson et al., 2006), this observation suggests that super-
oxide is produced during the early stages of GD, and that

its generation involves calcium-dependent pathways. Ac-
cordingly, we measured a progressive increase in the in-
tracellular concentration of calcium during the GD period.
This increase was significantly different from the control
condition as soon as 15 min of GD, in agreement with the
early increase in RS production. Therefore, the increase in
intracellular calcium can lead to the activation of RS gen-
erating enzymes early during GD.

Results show that XaO and cPLA, inhibitors, two cal-
cium-dependent enzymes, reduced the fluorescent signal
produced by DHE oxidation. Xanthine dehydrogenase is
converted to XaO by Ca®*-dependent proteolysis and ox-
idation of —SH groups, driving the oxidation of accumu-
lated hypoxanthine to xanthine during ATP depletion,
causing the generation of superoxide and H,0,. The par-
ticipation of this enzyme in the present conditions was
expected because ATP levels rapidly decline and NMDA
receptors are activated, leading to calcium influx. Accord-
ing to the results, XaO activity will participate in superoxide
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Fig. 7. Protective effect of glutamate receptor antagonists against GD-induced neuronal death. (A) Neurons were exposed during the indicated times
to glucose-free medium and MTT reduction was measured 16—24 h later. Data are expressed as means+SEM in percent of control values from five
independent experiments. * P<0.001 relative to control and * P<0.0001 and # P<0.05 relative to GD treatment. (B) Photomicrographs of a
representative experiment taken 24 h after 1 h exposure of cultured cells to GD. Scale bar=50 pm.

production after 1 and 2 h of GD but not at earlier times. On
the other hand, cPLA, activity is stimulated by calcium and
its activation leads to the breakdown of phospholipids re-
leasing arachidonic acid for the synthesis of prostaglan-
dins and leukotrienes. The metabolism of arachidonic acid
through cycloxygenases and lipoxygenases leads to the
generation of OH® and superoxide (Nanda et al., 2007).
Inhibition of cPLA, by AACOCF3 reduced the Et fluores-
cence signal, suggesting superoxide production through
this pathway. Results also suggest that this pathway is
activated during the early phases of GD since AACOCF3
abolished the increase in Et fluorescence during short
exposure times to GD. In agreement, NDGA also impor-
tantly reduced Et and c-DCF fluorescent signals. Besides it
scavenging action (Floriano-Sanchez et al., 2006), NDGA
is an inhibitor of lipoxygenases, potentially reducing the
production of superoxide during arachidonic acid metabo-
lism (Nanda et al., 2007). In agreement with these obser-
vations, a role of 12-LOX on neuronal death induced by

GD and glucose reperfusion has been recently demon-
strated (Nagasawa et al., 2007). The present results agree
with previous observations supporting the role of cPLA,
and XaO on ROS generation and neuronal death during
ischemia/reperfusion (Owada et al., 1994; Saluja et al.,
1997; Arai et al., 2001; Lin and Phillis, 1991; Abramov et
al., 2007), and suggests that the activation of these en-
zymes is related to the hypoglycemic component of the
ischemic episode. In the present experimental conditions
activation of these Ca®*-dependent enzymes would result
from the increase in the intracellular concentration of cal-
cium recorded during the GD episode.

In contrast to XaO and cPLA,, the activity of NOS,
which is also calcium-dependent, does not appear to have
an important contribution to RS production in our cell
model, since neither 7-NI nor EPTU, two inhibitors of the
three isoforms of NOS (endothelial, inducible and neuro-
nal) (Babbedge et al., 1993; Garvey et al., 1994; Nakane et
al., 1995; Southan et al., 1995) reduced the fluorescence
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Fig. 8. (A, B) Effect of glutamate receptor antagonists, antioxidants and different enzyme inhibitors on neuronal death induced by GD as assessed
by LDH release. Neurons were incubated in glucose-free medium during 1 h in the presence or the absence of MK-801 (10 uM), NBQX (50 uM),
apocynin (1 mM), allopurinol (250 uM), oxypurinol (50 uM), AACOCF3 (1 uM), trolox (1 mM) or ebselen (10 wM). LDH activity was measured 17-24
h after GD treatment. Results are expressed as means=SEM from three to five independent experiments. GD and GD/R indicate that inhibitors were
present either only during the GD period, or during the GD and the recovery period. * P<0.05 relative to control and * P<0.05 relative to GD. The effect
of trolox was significant only when analyzed against the GD condition separately from the other compounds.

increase nor cell death. In agreement with this observation,
other studies have previously shown no effect of NOS
inhibition on the production of RS during ischemic/hypo-
glycemic conditions in vitro (Rego et al., 1999; Papado-
poulus et al., 1997).

In addition to Ca®*-dependent enzymatic pathways,
the present data predict that other routes, not activated by
calcium, might contribute to RS generation, because nei-
ther EGTA nor BAPTA-AM reduced completely Et or c-
DCF fluorescent signals, and glutamate receptor antago-
nists reduced only partially the c-DCF signal. We observed
that the Et fluorescence was very effectively inhibited
by apocynin, suggesting that superoxide production by
NADPH oxidase also plays a role in the present experi-
mental conditions. The activity of this enzyme contributes
mainly to the early production of superoxide, since apoc-
ynin diminished ROS production at early times (15 min-1
h). The activation of this enzyme might result from the
stimulation of NMDA receptors and the subsequent acti-
vation of protein kinase C (Kishida et al., 2005; Shelat et
al., 2008; Brennan et al., 2009). Another RS producing
pathway possibly involved in the present experimental
conditions, is the mitochondria. In a previous study, a
calcium-dependent superoxide production by mitochondria
was observed in cerebellar granule neurons exposed to
GD (Isaev et al., 2008).

Based on the present data, we suggest that superoxide
production resulting from the activation of XaO and cPLA,
during the GD period, contribute to neuronal death since
the inhibitors of these enzymes prevented neuronal dam-
age, at least partially. In contrast, superoxide produced by
NADPH oxidase during the recovery period, when glucose
concentrations are restituted, seems to contribute more
importantly to neuronal damage than superoxide gener-
ated by this enzyme during GD, since apocynin prevented
neuronal death only when it was present during and after
the GD period. These observations are in agreement with

recent data suggesting that NADPH oxidase is mainly
activated during the glucose reintroduction period, when
NADPH is produced by glucose oxidation through the pen-
tose pathway (Suh et al., 2007, 2008).

The antioxidants trolox and ebselen were also able to
reduce the production of RS and showed partial protection
against neuronal death. Increased cell survival by antioxi-
dants such as vitamin E has been previously reported in
conditions of glycolysis inhibition (Rego et al., 1999;
Hernandez-Fonseca et al., 2008). In addition, trolox is able
to enhance the protective effect of the NMDA receptor
antagonist dextorphan, against neuronal death induced by
GD (Chow et al.,, 1994). Ebselen mimics the action of
gluthation peroxidase (Miller et al., 1984; Maiorino et al.,
1988) preventing the propagation of lipid peroxidation.
Moreover, ebselen at low concentrations inhibits lipoxyge-
nases, NADPH oxidase and NOS (Schewe, 1995). In con-
trast, NDGA exerted only a slight non-significant protective
against neuronal death, even when a non-toxic concentra-
tion was used. This result is controversial because NDGA
inhibited RS production as effectively as other antioxidants
showing protection. More experiments are needed in order
to elucidate the lack of effect of NDGA against neuronal
death in the present conditions.

Altogether, our present observations suggest that oxi-
dative stress contributes to neuronal death induced by GD.
However, this is not the only mechanism involved, be-
cause none of the enzyme inhibitors or the antioxidant
tested prevented completely the death of neurons. In con-
trast, glutamate receptor antagonists, particularly, MK-801
effectively prevented neuronal death, suggesting that other
calcium-dependent processes initiated by excitotoxicity
are involved.

Most in vivo studies on hypoglycemic damage have
been performed in animals subjected to a 30—60 min
period of coma (Auer et al., 1984a; Suh et al., 2003, 2007),
and studies demonstrate that RS production contributes to
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the subsequent death of neurons (Suh et al., 2007, 2008).
On the other hand, recent investigations have shown that
the hypoglycemic condition, even in the absence of iso-
electricity, might induce discrete neuronal damage in vul-
nerable regions, such as the cerebral cortex, when it is
sustained for prolonged periods of time (Tkacs et al., 2005;
Ennis et al., 2008; Haces et al., 2010). Furthermore, in-
creased lipoperoxidation has been observed in the hip-
pocampus, cerebral cortex and the striatum of hypoglyce-
mic animals not subjected to a coma period (Patockova et
al., 2003; Haces et al., 2010). These observations together
with the present results support the hypothesis that the
hypoglycemic condition is sufficient to stimulate RS pro-
duction, and that XaO, cPLA,, LOX and NADPH oxidase
are involved in ROS production early after glucose with-
drawal. Whether these enzymes contribute to the early
production of RS during in vivo hypoglycemia, remains to
be studied.
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