1985-2 REG. N0, 078302763

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
FACULTAD DE CIENCIAS

CAPTACION Y LIBERACION DE CATECOLAMINAS EXOGENAS EN CORTEZA
CEREBRAL Y NUCLEO CAUDADO DE LA RATA DURANTE EL PERIODO
PRE-CONVULSIVO PROVOCADO POR LA ADMINISTRACION
SISTEMICA DEL GLUTAMATO MONOSODICO

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTA:

ROCENZ COFIE FIORENTINO PEREZ

GUADALAJARA, JALISCO, 1986



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
FACULTAD DE CIENCIAS

/

“CAPTACION Y LIBERACION DE CATECOLAMINAS EXOGENAS EN
CORTEZA CEREBRAL Y NUCLEO CAUOAOO DE LA RATA DURAN-
TE EL PERIODO PRE-CONVULSIVO PROVOCADO POR LA ADMI;
NISTRACION SISTEMICA DEL GLUTAMATO MONOSODICO".

TESIS QUE PARA OBTENER
EL TITULO OE LICENCIADO
EN BIOLOGIA.

PRESENTA

ROSANA SOFIA FIORENTINO
PEREZ

GUADALAJARA,JAL. 1986.




A MIS PADRES,

A MIS HERMANOS. .




Este trabajo fué realizado, en el
Laboratorib de Neuroquimica de la
Unidad de Investigacion de la Fa-
cultad de Ciencias de la Universi
dad de Guadalaj)ara, bajo la direc
cidn y asesorfa del M. en C. Car-

los Beas ‘Zarate.




INOICE

I. INTRODUCCION

1.- Sindpsis

2.- Neurotransmision Sindptica

3.- Importancia del Glutamato Intracelular

4,- S{ntesis del Glutamato

5.- Distribucidon del Glutamato en el SNC

6.- E1 Glutamato como Neurotrasmisor

7.- Sindpsis Glutamatérgicas

8.- Aspectos Neuroquimicos de las Convulsiones
9.- Catecolaminas

II. HIPOTESIS

III. OBJETIVOS
IV. METODOLOGIA

1.- Reactivos

Disefio Experimental
.- Determinaciones Bioquimicas
Experimentos de Captacién

Experimentos de Liberacion

< (V] & w N
t

. RESULTADOS

—_
.
]

Efecto del estres por la Inyeccidn

Efectos del GMS sobre los niveles de CA

Captacion de Catecolaminas

f-3 w N
]

.- Liberaclén.de Catecolaminas

Pagina .

v ® Wwm N

12
15
19
20
23
27
28
29
29
29
30°
31
35
40
40
40
a1
a1




VI.
VII.

DISCUSION .
CONCLUSIONES . .

VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

IX.

FIGURAS '

W

Pdgina
44
47
48
59



I, INTROOUCCION .<

. I
El Tejido Nervioso estd disperso enfel organlsﬁo Intés
caldndose y formando una red de comunicaciones que constituy
ye el Sistema Nervioso (SN). Aﬁatémlcamente, éste sistema -
se divide en: Sistema Nervioso Central (SNC), formado por -
el encéfalo y la médula espinal y el Sistema Nervioso Peri-

férico (SNP), estructurado por nervios y pequefios agregados

de células nerviosas que se denominan ganglios nerviosos.

El Tejido Nervioso se forma por dos componentes princi
pales; las células neuronales y por varios tipos de células
‘de la glfa o neuroglfa, las cuales ademds de participar en-
la actividad neurqnal, espec{ficamente en la nutricidon y el
sostén de las neuronas, también participan en la defensa --
del Tejido Nervioso. La neurona constituye la unidad morfo
légica y funcional del SN, cada neurona posee un Cuerpo ce-
lular, que contiene un ndcleo, del cual parten prolongacio-
nes, tales como; las dendritas, cuya funcidn es recibir los
estimulos del medio ambiente, de células epiteliaies senso-
riales o de otras neuronas y el axdn que constituye una pro
longacidn Unica especializada en la conduccidn de impulsos-
nerviosos que transmiten la informacidén de una neurona a --
otra célula nerviosa,muscular, glandular, etc.. En.la por--
cion terminal del ax6n se localizan las regiones de contac-

to especializadas, denominadas sindpsis y que constituyen -



el sustrato de comunicacidn entre las diferentes células--
que forman el SN, es decir, es la estructura neuronal res-
ponsable de transmitir el impulso nervioso, el cual puede-
ser de dos tipos; a) Quimico, en donde el impulso nervioso
es mediado por la liberacidn de sustancias denominadas neu
rotransmisores (1), y b) Eléctrico, en el que las células-
nerviosas se relacionan por uniones tipo gap, que permiten
el paso de iones de una célula a otra, de ésta forma se fa
cilita la conecclidn eléctrica y la transmisidn de impulsos

(2).
1. SINAPSIS.-

Las sindpsis se pueden establecer a diferentes nive--
les de la neurona, esto es; como contactos de tipo axdn- -
dendrita, axdn-cuerpo celular, dendrita-dendrita, axén- -

axén y cuerpo celular-cuerpo celular (3).

La reglidn sindptica presenta un elemento ﬁresinéptico
(ax6n), que posee varios clentos de hendiduras sindpticas-
y un elemento postsindptico, constituido por una regidn --
sensitiva de la membrana postsindptica. Ademds en la por--
ciéﬁ final del axdén o estructuras presindpticas, estdn pre
sentes una gran cantidad de mitocondrias, as{ como un alto
contenido de ves{culas con un didmetro de 30-150 nm., las-
cuales estdn relacionadas estrechamente con el almacena--

miento y la liberacidn cudntica de éstos durante la despo-




larizacién del componente presindptico (4). También, se co
noce que la interacciénde éstas vesfculas sindpticas con =
la membrana, es facilitada por especializaciones de la mem
brana presindptica las cuales constituyen la zona activa.-
Las vesfculas sindpticas son sintetizadas en el cuerpo ce-
lular para llegar a las terminales sindpticas, ésta membra
na muchas veces es reciclada para ser de nuevo wutilizada-

[}
en la traasmisidon sindptica (Fig. 1).

Asi también, se encuentran en la estructura presindp-
tica, algunas cisternas aplanadas de superficie lisa, neu-
rofilamentos, escasos microtdbulos, ocasionalmente cuerpos

multivesiculares y particulas de glucdgeno (5).

Con diferentes técnicas citoquimicas se ha demostrado
la presencia de material glucoprotéico con componentes po-
lianidnicos, particularmente ricos en acido sidlico, en el
espacio sindptico que separa la membrana de la neurona pre
sindptica y la neurona postsindptica, el cual muy probable
mente estd involucrado en el movimiento de iones o de molgé
culas neurotransmisoras en éste espacio intersinéptico.---

(5y6).

En los elementos presindpticos se ha observado un ma-
terial denso submembranal con un patrén de distribucién he
xagonal que forman una rejilla presindptica, la cual se ha

sugerido ser el elemento de fijacidn de las vesfculas si--



nidpticas antes de la liberacidn de las moléculas neurge---

transmisoras (6).

En la membrana postsindptica se localizan los recepto
res espec{ficos, con los que se combinan los neurotransmi-
sores liberados de la terminal presindptica, los cuales es
tan constituidos por moléculas de protefnas de gran tamafio
que sobresalen por encima y por debajo de la membrana. As{,
en la regidn postsindptica ademds de mitocondrias también-
se encuentran cuerpos multivesiculares, vesiculas cubier--
tas, vesf{culas de pinocitosis, microfilamentos y cisternas

del retfculo endopldsmico liso y del granular (2 y 5),

En el procesq de la transmisidn sindptica par{lcipan-
tres clases de moléculas; a) Enzimas biosintéticas, b) Mem
branas constituyentes, es decir, componentes de las vesi-
culas sindpticas, receptores protéicos y los sistemas de -
captacidn de alta afinidad y c) La sustancia transmisora -

en s{, las cuales son sintetizadas por diferentes v{as.

Debido ‘a que un alto porcentaje de sindpsis quimica,-
estdn presentes en el SNC de los mam{feros, en donde la in
formacidn entre las neuronas es mediada por un memsaje qui
mico llamado neurotransmisor como se menciond anteriormen-
te, es de suma importancia conocer los eventos que ocurreﬁ

en la misma.



2. NEUROTRANSMISION SINAPTICA:-

El orfgen de la teorfa de la transmisidn nerviosa pue
de remontarse a Du Bols Raymond quién postulé en 1948, la-
secrecidn de una sustancia excitadora como causante de la-
contraccién muscular. Esta teorfa slnéptica, desencadena-
una serie de mecanismos responsables de la liberacidn de un

- mediador quimico al espacio intersindptico el cual esta re
presentado por una distancia aproximada de 200 a 300 R, de
ésta manera en la terminal sindptica se i1duce la apertura-
de canales espec{ficos a lones Calclio (Ca**) sensibles al-
voltaje, ésto permite un incremento en la concentracidn de
ca*t intracelular, el cual no solo ocurre durante la llega
da de un potencial de accidn sino que también puede ser --
por la actividad ae algunos sistemas membranales que con--
trolan la concentracién interna de calcio, como la mitocon

* entran

dria y el retfculo endoplésmico (8). Los lones Ca®*
a la terminal siguiendo su gradiente de concentracién, lo-
que facilita la unidn de la membrana vesfcular con la mem
brana de la terminal sindptica y se activan los mecanismos
responsables de la liberacidn del neurotransmisor (9). Es-
te efecto facilitatorio del ca** se inhibe por presencia -

del 16n Magnesio (Mg**) en la terminal nerviosa (10).

La liberacién del transmisor solo se establece en las

terminales sinapticas de las neuronas y en condiciones fi-



sioldgicas éste evento. es precedido por un cambio en el -
potencial eléctrico de la membrana postsindptica, debido a
que el transmisor interactua con su receptor postsindptico
especifico, formando un complejo transmisor-receptor. Cuan
do el transmisor liberado es excitatorio, su interacidn --
con el receptor postsindptico propicia la entrada de iones
Sodio (Na*) a la célula postsindptica lo que genera una --
despolarizacidn, mientras que s{ es de tipo inhibitorio, -
probicia la entrada de iones Cloro (Cl”) a la célula post-
sindptica y produce una hiperpolarizacién (8). As{ encon--
tramos que los receptores de los neurotransmisores presen-
tan dos compomentes funcionales: un lugar de unidn para -
la molécula transmisora y un poro que atraviesa la membra-

na y presenta permeabilidad selectiva para algunos iones.

El complejo transmisor-receptor, también puede indu--
cir camblos en la actividad de la adenilciclasa, enzima --
responsable de la sintesis del nucledétido adenos{n monofos
fato ciclico (AMPc) que a su vez estimula la fosforilacidn
de proteinas especificas que modifican la permeabilidad --
iénica de la membrana postsindptica a mds largo plazo (8).
Una vez transmitido el mensaje, el AMPc es inactivado en -
el Interior de la neurona por la enzima fosfodiesterasa --
(Fig. 2). Por Ultimo el transmisor es removido del espacio
intersindptico por: 1) Accidn enzimdtica, la cual es utili

zada primordialmente por sistemas colinérgicos siendo la -




enzima involucrada la acetilcolinesterasa. La enzima intra
celular catecol-0O-metiltrasferasa es un factor 1mportan§e4
en las vias degradativas de las aminas biogénicas (Cateco-
laminas, indolaminas e histamina) y 2) Por reacumulacion-
del transmisor a la terminal presindptica, a través de un-
sistema de transporte de alta afinidad y dependiente de --
lones Na*, signdo éste mecanismo el mds utilizado para ---
inactivar una sustancia transmisora, as{ también por ele--
mentos gliales que estdn en contacto con la sindpsis, tal-

es el caso del dcido glutamico.

En el Tejido Nervioso se ha encontrado una docena de-
compuestos que pueden funcionar como transmisores (11). Es
tos compuestos se.han considerado como tal, debido a que -
pueden excitar o inhibir las neuronas y porque tienen una

distribucidn irregular en las diferentes regiones del SN,

Estos transmisores regularmente son sustancias de ba-
Jo peso molecular, entre los mds comunmente conocldos estdn
algunos aminodcidos, tales como el dcido Gamma-aminobutiri
co (GABA), glicina, taurina y glutamato, algunas aminas ta
les como la acetilcolina, Dopamina (DA), Norepinefrina -~
(NE) y Serotonina (5-HT) y recientemente se han unido a -

la lista algunos polipéptidos como la sustancia P (12),.

En la transmisidn sindptica excitatoria, estdn involy

crados los aminodcidos de los cuales los acidos glutdmico-




y aspartico son los que se encuentran en alta concentra---

cidn en el Tejido Nervioso (8).
3. IMPORTANCIA DEL GLUTAMATO INTRACELULAR.-

De todas las sustanclias neurotransmisoras, los aminod
cidos écidos_glutémico y aspartico, son compuestos que re-
gulan en mayor proporcidn la transmisidn ionotrépica ----
(accion del neurotransmisor que modifica la conductancia -
de la membrana de la célula receptora a lones especificos)

en las neuronas excitadoras del cerebro.

El Glutamato (Glu) presente en el SNC, ademds de fun-
clonar como neurotransmisor, también presenta la habilidad
de actuar en sitios sindpticos y né sindpticos, para lo --
cual se Implica la existencia de receptores a Glu extrasi-
napticos. Asi, se conoce que el Glu es un compuesto basico-
para la sintesis de acidos grasos, regulacidn de los nive-
les de amonio, el control osmético del balance idnico, pre
cursor de numerosos sustratos en el ciclo de Krebs y del-
GABA, ademas de formar parte de los cofactores glutatiocn y
acido folico (3). Ademas estudios realizados por Krebs ---
(13) sugieren que el Glu desempefia un papel metabdlico --°
central en el cerebro, ya que mejora el funclionamiento y -
participa en varios desdrdenes neuroldgicos, incluyendo la

epilepsia.




4. SINTESIS DEL GLUTAMATO:=: =:.

El Glutamato al igual que el Aspartato (Asp) son ami.
npécldos no escencliales, se sintetizan a parti{r de un pre-
cursor que circula en la sangre, la glucosa, el cual atra§
viesa la barrera hematoencefilica y es captado por las ney
ronas. Una vez en el interior de la célula nerviosa, la --
glucosa presenta un metabolismo oxidativo y transaminacidn
del —é-oxoglutarato, para transformarse en el neurotransmi
sor. As{ la glucosa representa uno de los sustratos mds im
portantes del metabolismo energético en el SNC y de otros
precursores mediante el ciclo de los dcidos tricarbox{li--

-

cos por reacclones de transaminacién. También la sintesis-

del Glu puede ocurrir a partir de.una hidrélisis de la glu .

tamina (14), catalizada por la accién de la enzima glutami
nasa, la cual se ha demostraad qué estd presente en gran--
des cantldades:en las terminales nerviosas, ademds de que-
varios estudios sugleren que ésta enzima desempefa un pa--
pel muy 1mportante en lsz producpidn del transmisor Glutama
to. De ésta manera.durante la incubacidn con un medio con-
alta concentracidn_de potasio, calcio y glutamina, se h;‘-
demostrado que se libera aproximadamente el 10X por minuto.

del total del Glutdmico que existe en cortes de tejido.

As{ también, mediante el uso de isétopos radioactivos

incorporados a glucosa y glutamina, se ha demo;trado que -




el dcido glutdmico marcado que se libera por estimulacidén-
con alto potasio, procede bdsicamente de glutamina, mien--
tras que el aspartato se sintetiza por transaminacidén, ---

siendo el Glu su precursor indirecto (14).

Por otro lado se ha demostrado que la glucosa es meta
bolizada en e® compartimento del glutamato con pequefias --
sintesis de glutamina. Estos compartimentos probablemente
consisten en estructuras neuronales incluyendo terminales
nerviosas (15). As{ también la glutamina es sintetizada --
por los astrocitos 1la cual parece ser un importante pre--

cursor para la sintesis de Glu y GABA (16).

La admihistrgcién de dos precursores generales, glucQ
sa y acetato, en forma marcada dan una incorporacidén dife-
rente dentro de lqs dos aminodcidos relacionados, Glu y --
glutamina, respectivamente. También el acetato es metaboli
zado en un pequefio compartimento del Glu con alta sinte--
sis de glutamina. . = . . ... T

e

La actividad de.la glutaminasa es fuertemente regula-
da por sus productos, glutamato y amoniaco; con lo que es-
muy probable que la regulacidn ¢gel producto final sea el =-
factor dominante para la regulacién de la sintesis del ---

transmisor glutamato (17)..,. . ,
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Existen estudios que sugieren que en las células de -
la glia y no en las neuronas, el Glu se transforma activa-
mente en glutamina por medio de la enzima glutamino sinte-
tasa. Esto permite suponer una interaccidn dlnéhica entre-
las neuronas glutaminérgicas y las células gliales, de tal
ménera que al liberarse el Glu de la terminal sindptica, -
su sintesis se incrementa por un aumento en la captacién -
de glutamina, simultaneamente se observa un incremento en-
la actividad de la glutaminasa (4), es decir el Glu es re-
capturado preferencialmente por las células gliales, en -«
las cuales serd convertido en glutamina, ésta se libera de
la glfa y contribuye asi con el precursor para que la neu-
rona forme el 4dcido glutdmico liberable durante la neuro--

transmisidn (3).

Estudios in vitro han sugerido que la glutamina puede
servir como precursor para el Glu liberado de terminales -

nerviosas auditivas.

La enzima aspartato aminotransferasa cataliza la reaC

cidn reversible convirtiendo aspartato a oxaloacetato y o =

1

cetoglutarato a glutamato. Tanto el oxaloacetato como el &-

cetoglutarato son mediadores del ciclo de los dcidos citri
cos, los cuales intervienen en la sintesis de los neuro---

transmisores Glu y Asp. Por lo tanto la aspartato amino---

transferasa, podrfa estar involucrada en la produccidn de- 

~




Glu y Asp para la liberdacidn o en la regulacidn de sus ni-

veles relativos en la terminal sindptica (Fig. 3).
5. DISTRIBUCION DEL GLUTAMATO EN EL SNC.-

El Glutamato posee una amplia distribucién en el SNC,

- .
en donde se encuentra en una proporcidén de 13.5 smoles/g -
de tejido himedo, mientras que para el aspartato es de 3.7

dmoles/g de tejido humedo (18).

Por otro lado se estima que aproximadamente del 30-40%
de todas las conecxiones sindpticas en el SNC de la rata --

son de tipo. GABAérgicas. (19).

Las pruebas mds convincentes de que los dcidos glutéd-
mico y aspartico pueden actuar como neurotransmisores, pro
ceden de su accidén sobre las neuronas cuando son aplicados
iontoforéticamente. Consecuentemente, la accién de tales -
compuestos excitadores parece estar mediada por la activa-

cién de receptores espec{ficos en la membrana.

Se ha demostrado en la corteza cerebral que el Glu es
liberado junto con pequefias cantidades de Glicina, Taurina
y Aspartato, pero né con otros aminodcidos después de esti
mular la formacidén reticular media en la preparacidn de en

céfalo aislado. De ésta manera el transporte retrdégrado --,



del D-aspartato, el cual se ha descrito en numerosas vias-
glutamatérgicas, podr{a considerarse como un medio para lo
calizar vesfculas sindpticas que contengan Glu (20). Sin -
embargo, la técnica mds utilizada para identificar vias --
glutamatérgicas - es la combinacidn de lesiones, captacidén -
de alta afinidad y la liberacidén dependiente de Ca** (21)-
en donde la lesidén se acompafia por una pérdida en el nivel
endogeno del Glu la cual es del 20-45%, de ésta forma es -
posible diferenciar la actividad del aspartato respecto al

Glu.

La captacidn de alta afinidad del Glu o Asp se ha de-
mostrado en preparaciones de la glf{a, ademds estudios auto
rradiogrdficos suglieren que la captacidn puede predominar-

in vivo (22).

Trabajos realizados por Divac y McGeer, demuestran --
que al lesionar la via excitatoria corticoestriatal, se ==
produce una disminucidén del 40 al 50% en la captacidn del-
Glu por el sistema de alta afinidad en sinaptosomas del es
triado, mientras que el sistema de captacidn para el GABA-

y la DA no se altera (23).
En la via cortico-entorrinal hipocampal, se ha demos-

trado que es capaz de incorporar Glu y Asp por un sistema-

de alta afinidad dependiente de Na* (24).
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Por medio de estudios autorradiogrdficos sobre la dis
tribucidn intracelular del Glu y Asp, se ha observado que-
éstos aminodcidos se localizan principalmente en las termi
nales axdnicas de las células piramidales (ipsilaterales y
contraiaterales), as{ como en terminales de células granu-
lares y en aferentes de la corteza entorrinal (v{a perfo--
rante) (24). Mientras que al lesionar los axdnes de las c€
lulas piramiqales, se reduce la captacidon de Glu y Asp mar
cados, en un B5%,ademds la concentracidén de Glu y Asp endd
genos se reduce en un 40% en la capa molecular del hipo--
campo. As{ también al lesionar la v{a perforante se reduce
la captacidn del Glu en un 52% en el area dentada del hipo
campo. En éstas mismas condiciones, la liberacidén del Glu-
se disminuye pero no as{ la del Asp y un fenémeno opuesto-
ocurre cuando se lesiona la v{a comisural, por lo que se -

suglere que podr{a ser tipo glutamatérgica (24).

Se conoce que las fibras aferentes corticales, las --
cuales vienen: aparentemente a través de la corteza fron-
tal media contienen gran cantidad de neuronas aferentes --
glutamatérgicas. As{ también otra vi{a importante glutama--
térgica, son las fibras del Fornix derivadas del subiculum

e hipocampo. Mientras que en tracto olfatorio lateral, ner

vio auditivo y fibras trepadoras cerebrales es donde puede -

dominar el aspartato (25).

También hay evidencias de quel el Glu actua como neu-

14



rotransmisor en el nervio del pichdén (21). Ademds los ami-
nodcidos dcidos pueden ser liberados de fibras nerviosas -
que terminan en arteria de barorreceptores en el nucleo =--

del tracto solitario.

Otros circuitos glutamatérgicos en el SNC de los ver-
tebrados son la v{a corticoestriatal, la‘corteza olfatoria
de asociacion (entorrinal); via perforante del hipocampo -
(26), la retinotectal, las vias aferentes sensoriales y --
las células granulares de las fibras paralelas del cerebe-
lo (27). As{ también se indica una liberacidn sindptica --
del aspartato/glutamato después de estimular las vias ner-
viosas del hipocampo en donde se ha propuesto al Glu y Asp

como neurotransmisores de las fibras musgosas (18).

Otras fibras que podrfan utilizar al aspartato o Glu-

son las ipsilaterales del hipocampo, hipocampo-dentado, hi
pocampo-tubérculos mamilares, corticocorticales, corticota
lémicas, visual-corticotectal y bulbo olfatorio-corteza ol
fatoria. Mientras que las fibras hipocdmpicas comisurales~

y clertas interneuronas espinales se han propuesto para --

utilizar dnicamente al aspartato como neurotransmisor ,(28).

6. EL GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR. -

Los primeros experimentos que apoyan la accién del --

15




Glutamato como neurotransmisor se realizaron en invertebra
dos, espec{ficamente en la unidén meuromuscular de los crus
taceos, demostrédndose claramente que el glutamato o bién -
extractos de cerebro que contenfan glutamato mostraban una
accidon excitadora sobre el mdsculo del acocil (29). Poste-
riormente, a través de estudios electrofisioldgicos (30) y

bioquimicos (31) se ha demostrado que el Glu posee una am-

plia accidn excitatoria en neuronas tanto a nivel periférl

co como en el central (26). Aunque la liberacién del com-
puesto por estimulacidn fisioldgica es mds difficil de de--
mostrar, sobre todo en el SNC. Estudios in-vivo han demos
trado la liberacion de Glu y Asp en la superficie de la --
corteza cerebral del gato, ésta liberacidn aumenta por es-

timulacidn del tallo cerebral. (24).

Numerosos estudios indican que el efecto excitatorio-
que el L-glutamato y el L-aspartato ejercen sobre la mayor
parte de las neuronas del SNC estd relacionado con diferen
tes tipos de receptores membranales (33). As{ también se -
ha demostrado tanto in-vivo como in-vitro wuna liberacién
dependiente de calcio del Glu y Asp mediante la aplicacién
iontoforética de agonistas y antagonistas de la accidén de-
éstos aminodcidos excitadores, lo cual contribuye para la-
1dentific$cién y caracterizacidn de sus receptores por téc

nicas electrofisioldgicas (25).

.
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Durante los Gltimos 15 afios se ha postulado al Glu co

mo neurotransmisor en el cerebro debido a que éste satisfa

ce 4

esto

b).-

c).-

d).-

criterios principales para considerarse como tal (25),

es;

Su localizacidén presindptica en neuronas espec{ficas-
(33).

Su libéracién exdgena y enddgenamente de una forma de
pendiente de calclio, bajo diferentes condiciones de -
despolarizacidn en concentraciones suficientes por es
timulos fisioldgicos para producir la respuesta post
sindptica (34).

Tiene identidad de accidn con el transmisor que nor--
malmente estd presente en forma natural ya que inclu-
ye respuestas a antagonistas (14).

Posee mecanismos que terminan rdpidamente con la -----
acclion del transmisor, esto es, un sistema de capta--,
clén de alta afinidad y dependiente de sodio (30). Es
te sistema de captacidn.del Glu presenta un requeri--
miento absoluto para el sodio ya que estudios realliza
dos con 22Na* han demostrado que dicho requerimiento-
es de 2 lones sodio por cada molécula de Glu (35). Es
ta captacidon de alta afinidad para el Glu puede ser -
medida bloldgicamente en homogenizados o en prepara--
clones sinaptosomales y autorradiograficamente en cor
tes de tejido ( < 200 um ) (18). También, se ha demos.

trado en preparaciones de células de la glfa, células
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alsladas de ganglio sensorial y en cultivo primario--
de astrocitos, una captacidn de alta afinidad para el
Glu (14). Ademds se cree que la captacidn de las célu
las de la glia in vivo es necesaria para remover el -

transmisor liberado (36).

También, Shank y Campbell.han dado a conocer que la =-
fraccidn sinaptosomal del cerebro, presenta una captacién-
3 veces mayor que los astroclitos, es decir, los astrocitos
en cultivos primarios indican una gran capacidad (Vmax) pa
ra captar Glu, ademds se suglere que los astrocitos son de

mayor importancia para la inactivacidn del Glu (36).

Por otro 1ad9, estudios realizados en rebanadas o pre
paraciones sinaptosomales, han revelado que el Glu enddge-
no o glutamato/aspartato, marcado exdgenamente es liberadg
de una manera Cg** dependiente bajo diferentes métodos de-
despolarizacidén tales como; estimulacidn en el campo eléc-
trico (37), alta concentracidn de potasio (38), ye;atrldi-
na (39) o en ausencia de agentes de despolarizacién como -
el lond6foro A 23187 (40). Sin embargo en las células de la
glia los aminodcidos transmisores incluyendo Glu son libe-
rados por despolarizacién de una manera Ca** lndepengiente

(24).



7. SINAPSIS GLUTAMATERGICAS.-

Se conoce que el sitio de reconocimiento para el ----
L-glutamato, es una glucoproteina con Peso Molecular de --
14 000 daltons el L-aspartato puede actuar de una farma --
alostérica como modulador en el incremento de la afinidad-
de captacidn del L-glutamato hacia el sitio del receptor -
postsindptico (41). As{ también es importanté para el fun-
clonamiento de una sindpsis la cantidad de sustancia trans
misora que una neurona puede liberar, para lo cual la neu-
rona presenta un sistema de plasticidad en el cual la acti
vidad de la sindpsis es alterada por la actividad o expe--

riencias previas (42).

Se ha sugerido que de la interacidn del Glu con los -
receptores postsindpticos cerebelares, produce un incremen
to en la concentracidn del GMPc, ademds de que se ha obser
vado que el Glu exdgeno induce un aumento en el nivel del-
GMPc en el cerebelo y que tal incremento es impedido por -

el antagonista'al Glu, el dcido glutdmico dietilester (33)

De ésta manera cuando son estimuladas las vfas glutamatér-
gicas, los niveles del GMPc son incrementados o disminﬁi--

dos respectivamente (27).

La sfntesis de los nucleétidos GMPc y AMPc son de lar

ga duracidn y aparentemente inducen la fosforilacidn de --.
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protefnas subsindpticas, las cuales podrfan participar en-

20

la excitabilidad neuronal a través del control de la per--

meabilidad celular a clertos iones (8).

8. ASPECTOS NEUROQUIMICOS DE LAS CONVULSIONES.-

Se conoce que la epilépsia es un trastorno neuroldgi-
co que consiste en descargas sincrdonicas repetidas y de --
alto voltaje provenientes de un grupo de neuronas hiperexci
tadas que ocasionan cambios metabdlicos y eléctricos de --

los mecanismos inhibitorios. -

Se ha demostrado que la administracidn sistémica del-
Glutamato Monosddico (GMS), produce en algunos mam{feros -
destruccidén neuronal en la retina (43), as{ como en varias
regiones del cerebro incluyendo el nicleo arcuato (44). Al
gunos estudios electroencefalograficos demuestran que el -
GMS puede inducir convulsiones ténico-cldnicas después de-
su administracién intraperitoneal (i.p.) (26,45). Ademds -

de que el Glu se relaciona con clertos desdrdenes mentales.

En el fendmeno convulsivo no solo el Glu es el uUnico-
transmisor involucrado, sino que también la DA,NE,5-HT y -
GABA, participan en el mecanismo de las crisils convulsivas,
estos neurotransmisores, son los responsables de mantener-

la excitablilidad de la neurona y por lo tanto de la fune--




cién normal del cerebro.

Se ha confirmado que cuando se inducen crisis en ra--
tas no anestesiadas o por electroshock, se presenta un in-
cremento masivo en la tasa metabdlica durante'los primeros
segundos después del shock, as{ como un metabolismo acele-
rado de la glucosa dentro del cerebro, en donde esos cam--
bios se acompafian de una notable disminucidn del ATP y fos
focreatinina (18). Ademds estudios llevados a cabo con la-
neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-0HDA) la cual produce una
destruccidn severa y permanente de las neuronas Catecolami
nérgicas (CAérgicas), también produce convulsiones severas
de larga duracidén, ésto sugiere una implicacidn del siste-

ma CAérgico en dicho fendmeno (14).

€l acido Kafnico (KA), un andlogo del Glu y que puede
provocar epilépsia cuando se inyecta in vivo (14), induce-
un comportamiento anormal en animales de experimentacidn -
(44). Pero cuando se inyecta KA dentro de los ventriculos,-
baJo condiciones controladas, se produce una lesidn selec-
tiva del hipocampo en la rata (51), éste dafio cerebral es-

similar al que se produce en el estado epiléptico.

Por otra parte, el Glu, KA, N-Metil-D-aspartato -----
(NMDA) y DL-Homocisteina, cuando se adminsitran subcutanea

mente en dosis subtoxicas, elevan los niveles de testoste-




rona y hormona lutenizante (LH) en el suero (14), mientras
que los mismos compuestos en dosis elevadas, inducen con--
vulsiones y destruccién neuronal. Como se observa, existe~
una gran diversidad de formas de inducir crisis convulsi--
‘'vas cuya base principal es el hecho de que se modifica la-
neurotransmisién mediada por diferentes tipos de transmisg

res quimicos.

A pesar del desarrollo de la neurofarmacologfa y del-
establecimiento de las bases neuroquimicas de las sindpsis
aminérgicas, hasta el momento no se conoce con precisién --
cual es la participacidn fundamental de las amina; biogéni
cas en la epilépsia y en particular en el fendmeno convul-
sivo. Sin embargo, existen varios modelos de epilépsia indy
cida experimentalmente que indican una importante implica-~
cién de las neuronas monoaminérgicas particularmente de DA
y NE (46). De ésta manera la caracterizacidén del fendmeno-
convulsivo al administrar GMS a animales de laboratorio, -
permitié continuar el comportamiento de los niveles de las
Catecolaminas (CA) en la regién telencefdlica, los cuales-
pueden ser medidos por andlisis espectrofluorométrico,'pa-
ra indicar la variabilidad de esas aminas. As{ también se
demostrd que existe una estrecha correlacidn entre la apa-
ricién de las crisis convulsivas y una reduccién en los ni
veles de CA del 50 al 60% previo a la aparicidn de las cri

sis convulsivas (47). Por lo tanto, serfa importante el PO



der determinar cual eé la forma en que se modifica la cap=-
tacidn as{ como la liberacidn dependiente de Ca** de DA y-
NE. Bajo éste mismo fendmeno y de ésta manera se llega a =-
un conocimiento mds preciso acerca de los eventos que ocu-

rren previo al fendmeno convulsivo.

9. CATECOLAMINAS. -

Las CA se forman en el cerebro a partir del aminodci
do tirosina, el cual se extrae del torrente sanguineo para
_concentrarse en las células neuronales por medio de un me-
canismo de transporte activo. La tirosina una vez dentro -
de las neuronas se transforma en L-dihidroxifenilalanina -
(L-DOPA) por medi& de la accidn de la tirosina hidroxila--
sa, enzima que constituye el factor limitante en la sinte-
sis de CA, ademds de que se requiere de un cofactor reduc-
tor Pteridina (PT) el cual es reoxidado por la enzima pte-
ridinareductasa. Posteriormente la L-DOPA se descarboxila-
mediante la descarboxilasa de los aminodcidos arométicos -
para formar la DA y CO,. En las neuronas noradrenérgicas -
la DA se hidroxila en el carbono beta por la accidn de la-
DA-betahidroxilasa para dar origen a NE. Esta enzima se en
cuentra en las vesiculas sindpticas de tal forma que la DA
en el momento de almacenarse se transforma en NE en las --

neuronas NEérgicas (Fig. 4) (48).



En las neuronas que son exclusivamente DAérgicas la -
DA se almacena en las ves{culas sindpticas DAérgicas por -
medio de un transporte activo dependiente de energf{a meta-
bélica y de lones Mg*® localizados en las membranas de ta-
les vesiculas para ser liberadas bajo un estimulo fisioléd-
gico apropiado,as{ se ha reportado la liberacién de DA endg
gena en sinaptosomas del estriado en respuesta a veratridi
na, estimulacidén eléctrica, KCL elevado y anfetaminas. --=-

(Fig. 5). (49).

Una de las caracter{sticas principales de las Monoami
nas (MA) cuando llega un impulso o estimulo nervioso a la-
terminal sindptica es un aumento en la permeabilidad de la
membrana a los lones Ca’’ principalmente, lo cual permite-
la movilizacidn de las vesfculas que contienen moléculas -
del neurotransmisor para fusionarse con la membrana presi-
néﬁtica y en ésta forma el transmisor se libera por medio-
de un proceso de exocitosis mismo que se puede inhibir en-

condiciones in vitro con iones magnesio (50).

Se ha reportado que existen receptores en la membrana
postsindptica as{ como en el elemento presindptico de tal-
manera que existe un receptor D1 ligado a la adenilato-ci-
clasa y un D2 como autorreceptor. As{ la accidén que gene--
ralmente presentan las MA en respuesta a la interaccidn con

su receptor espec{fico en el elemento postsinidptico es de-
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tipo inhibitorio. Sin embargo, en cliertas regiones del SNC
algunas células responden de una manera excitatoria; por -
lo que se plensa que de acuerdo con el tipo de receptor --
que se encuentre postsindpticamente, se obtiene una res---

puesta de tipo inhibitorio o excitatorio (32).

Estudios llevados a cabo in vivo demuestran que del -
40 al 60% de la NE que se adminlstra por via venosa se me-
taboliza enzimdticamente por la catecol-orto-metil transfe
rasa y por la monoamino-oxidasa (MAO),mientras que el res-
to se inactiva por un sistema de transporte o de captacidn
muy espec{fico y activo que se localiza en la terminal ner
viosa que libera la monoamina correspondiente (48). Este -
sistema de captac}én es muy similar en los casos de NE, DA
y 5-HT, ya que requlere de energf{a metabdlica y depende de
la temperatura, ademds de ser un sistema saturable con una
cinética definida y un requerimiento de iones Na* en el es
paclo extracelular. Debido a ésto, el proceso se inhibe en
presencia de compuestos capaces de inactivar la ATPasa, =--
Na* y K* dependiente, tales como la ouabaina y la n-etilma
leimida (Fig. 4 y 5) (7).

Las células que contienene DA se localizan en tres --
reglones: Sustancia nigra, donde las células se prbyectan-

al ndcleo caudado y al cuerpo estriado; cerebelo medio, =--

donde se proyectan a la corteza limbica; y en el hipotdla-

mo, donde las células se proyectan al tallo pituitario. --

(52).



La localizacion de ndcleos NAérgicos y sus proyecclo-
nes sindpticas se han reconocido en el cerebro anterior y-

tallo cerebral de la rata (46).

i
)
{
i
!
|




II.- HIPOTESIS .-

S{ el glutamato es un neurotransmisor excitatorio en el -
SNC y la administracion sistémica de éste produce una dismi
nuncién importante en los niveles de catecolaminas en el ce
rebro anterior durante las etapas pre y convulsivas de la -
rata, luega entonces el glutamato monosddico modula la neu-
rotransmisién mediada por NE y DA en algunas régiones del -

SNC.




28
III.- 0OBJETIVOS .-

1.- Determinar la concentracidon de NE y DA en Telencéfalo
durante el perfodo pre ~ convulsivo en ratas con administra

cién 1.p. de GMS,

2.- Determinar la liberacidn y la captacién de NE y DA --
exdgenas en cortes de tejido obtenidos de corteza cerebral
y nucleo caudado respectivamente en la rata durante el pe--
riédo conwulsivo, después de la administracidn intraperito-

neal del glutamato monosddico.

A S



IV. MATERIAL Y METODOS.

1.- REACTIVOS.-

Todos los compuestos que se utilizaron fueron en grado-
reactivo, el Cloruro de Sodio (NaCl), Cloruro de Potasio --
(KCl), Cloruro de Magnesio (MgClz), Fosfato Dibdsico de So-
dio (NazHPOA). Carbonato de Sodio (NaHCO3), Fosfato Monobé-
sico de Sodio (NaHzPoa), fueron adquiridos de J.T.'Bakerl--
(México), Cloruro de Calclo (CaCly), Glucosa, Acido Perclé-
rico (HCLO4), Aclido Acético ( CpH402), Sulfato de Magnesio-
(Mg SO04), se adquirierdn de Merck (México).

Pargilina, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), fueron adqui
ridos de Sigma CQemical ( St. Louls, Missouri), Acido Eti--
len Glicol Tetra Acético(E.G.T.A.) y Acido Etilendiamino Te-
tra acético. ( EDTA), fueron adquiridos de Sigma Chemical -
(Company), NE (Actividad espec{fica de 11.8 Ci/mmol)y DA --
(Actividad especifica de 68.6 mCi/mmol) fueron adquiridos -

en New England Nuclear ( Boston Massachusetts).

2.- DISENO EXPERIMENTAL. -

Las ratas que se utilizaron fueron de la cepa Wistar de
60 dias de edad (¥ 5 dfas) y con un peso de 250-300 gr., .-
las cuales se mantuvieron de acuerdo a las condiciones del
bioterio, esto es: con libre pacceso al agua y alimentacidén-

y con ciclos de luz-~obscuridadde 12 X 12 hrs., hasta el dia
L]



del experimento. Las ratas fueron sacrificadas por decapi-
tacién a los tiempos 0.15,30 y 45 min. después de la admi-
nistracidon del GMS y se obtuvieron las muestras para medir
los niveles de NE y DA en Telencéfalo, mientras que para -
medir la captacion y liberacidn de éstas catecolaminas, --
las ratas se sacrificaron a los 50 min. e inmediatamente -
se realizé la diseccidn de corteza y nucleo caudado de la-
regién anterior del cerebro, de los cuales se obtuvieron -
rebanadas de 20 a 30 mg. de peso de téjido por ml. de me--

dio de incubacidn.
Los animales se dividieron en tres grupos:

Grupo I.- Se les administrdé solucidn salina fisioldgica --

(SSF) por via {.p. y fué un grupo testigo. -

. Grupo I1I.- Se les aplicé una solucidn de NaCl equimolar a-
la de GMS como un segundo grupo testigo, lo cual permitid-
descriminar el efecto que pudiera tener el 16n sodio sobre

los pardmetros a medir.

Grupo III.- Se les administrd por vfa i1.p. GMS a la dosis-
de 5 mg/gr de peso a partir de una solucidn acuosa al 50%.

s

3.~ DETERMINACIONES BIOQUIMICAS. -
Para medir la concentracidén de NE y DA en Telencéfalo,

las muestras se pesaron y homogenizaron en 10 volumenes -~

1
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(voldmen/peso) de acido perclérico 0.3 N. que contenfa --<
0.5% de EDTA y 0.1% de dcido ascérbico, después se separae

ron NE y DA de acuerdo al método de Cox y Perhach (58).

Después de que se homogenizaron las muestras, se cen-
trifugaron a 23 000 X g durante 15 min. y el sobrenadante-
se transfirié a un tubo que contenfa 200 mg. de aldmina, -
la adsorcidon de las CA se llevé a cabo a un pH de 8.5 y --
posteriormente fueron eluidos con dcido acético 0.3 N.

.
.

Las Catecolaminas se cuantificaron de acuerdo al mé-
todo espectrofluoromético de Laverty y Taylor (59), como -
estandar interno se tomé una solucién de NE y DA exdgenas=-

como bases libres.

4.- EXPERIMENTOS DE CAPTACION. -

Después de la administracién de las soluclones a cada
uno de los grupos, los animales fueron sacrificados por de
capitaciéon a los 50 min. se les extrajo el encéfalo y se -
disecé la corfeza cerebral y nucleo caudado, los cuales --

fueron utilizados de acuerdo al esquema No. 1.

Para medir la captacién de NE->H 6 DA-'4c, se reall
26 de acuerdo al procedimiento descrito por Beas-Zdrate y-
col. (57) el cual consistié en lo siguiente: el tejido se-

preincubé durante 5 min. a 37°C en bafo maria y con agita-
L 3
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.

cién continua en una solucidn de Krebs-bicarbonato que ade
mds contenfa 80 uM de pargilina y 1 mM de dclido ascérbico-
(Tabla No. 1) ajustada a un pH de 7.4 con una mezcla de --
C0,-0, (5%-95%).

Después de la preincubacidén de las muestras se adicio
né la amina marcada correspondiente a una concentracién fi
nal de 0.1 uM y se prolongé la incubacién durante 5 min, =~
al término de éste tiempo, se tomo una alicuota de 100 pl-
para control radioactivo y posteriormente la muestra co---
rrespondiente fué transferida un sistema de filtracidn mi-
llipore montado sobre una caja a la cual se le aplicé un -
vaclo de 10 a 12 mm de Hg ( Esquema No. 2) con el propdsi-
to de extraer el medio de incubacidn por succidn; después-
las muestras se lavaron con 5 ml. del medio de incubacién-
a temperatura ambiente y el filtrado se elimind por vaclo.
El filtro fué trasferido a un vial de centelleo el cual -
contenfa 2 ml. de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 10%,-
los cuales fueron incubados a 609C durante 20 min. con el
propésito de solubilizar el tejido. Posteriormente se adi
cioné 5 ml. de liquido de centelleo (Tritosol) y se contd
la radiactividad en un espectrofotémetro de centelleo 1l{-

quido Packard Modelo No. 3390.
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ESQUEMA 1

PROGRAMA OE TRABAJD .

Ratas Cepa Wistar

(60 dias de edad)
|

GRUPO I GRUPO 11 GRUPO III

Grupo testigo Administracion Administracidn
Administracidn de Solucidén de NaCl de Glutamato Mono-
de Solucién Sa- equimalar a GMS sédico.

lina Fisioldgica
| 1
Sacrificio por decapitacién a los
S0 min. y obtencidn

de:
I
} }
Corteza Cerebral Nicleo Caudado
L |

|

Cortes de Tejido
de 20 a 30 mg.

| . ' !
Experimentos de Experimentos de1a
captacién de NE~3H . Captacién de DA'"C




ESQUEMA No. 2

EXPERIMENTOS OE CAPTACION

Cortes de Tejido (20-30 mg)
Resuspender en el medio de incubacidn
(20-30 mg. de tejido )
Krebs-bicarbonato pH-7.4 con C0,-0, (5%-95%)

}

Preincubacién por 5 min a 370C. +NE-PH 6 DA-4c

l

Incubacidn por 5 min,

Muestra + lavado con 5 ml. de medio de icubacidn.

i

o Filtro

vacio

h—.
g
Filtro

+ SOS 10%
Incubacién a 60°C/20 min.

Contador de Centelleo liquido

TESTIGO.- La radioactividad acumulada de 0°-4°C.

{:
v
;
",
¢
]
i
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En cada experimento se tomé como testigo la radiacti-
vidad acumulada durante la incubacidn de 0% 4°C y el va-
lor obtenido en éstas condiciones se resto de los valores-
obtenidos a la temperatura de incubacidn de 379 (Esquema

2).

5.- EXPERIMENTOS DE LIBERACION.-

Los experimentos de liberacion se llevaron a cabo de-
acuerdo a Beas-Zarate y col. (57) los cuales consistieron-
en lo siguiente: las muestras del tejido se incubaron en -
un medio Ringer-bicarbonato que ademas contenfa 80 uM de -
pargilina y 1 mM de acido ascérbiéo (Tabla No. 2) durante-
5 min. después se le adiciéno la amina -H 6 -'4C respec
tiva a una concen}racién final de 0.1-pM, la incubacidn se
prolongé 10 min., mds y al término de éste tiempo se toma--
ron alfcuotas de 0.5 ml. para control radioactivo, la mues
tra se depo;ité en el sistema de filtracidon para extraer -
por succion el medio y se lavé con 15 ml. de medio Ringer-
bicarbonato bajo en K* y sin Ca**, el medio se extrajo por
succion y a la muestra se le aplicaron 2 est!mulosvcon ——
1 ml. cada uno de baja concentracidn de potasio con el pro
pésito de obtenef el valor basal. Posteriormente se estimuy
16 con 1 ml., de medio con alta concentracidon de K* y en --
presencia de Ca** (Esquema 3). La duracién de cada lavado-
fué de 30 seéundos a 37°C y cada lavado fué seguido por la

aplicacidn de .vac{o durante 20 seg. Posteriormente se co--

3%
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lectaron los filtros mds el tejido y se les agregé 5 ml, -

de tritosol y se contd la NE-3H o DA-14C liberada.




ESQUEMA No. 3
EXPERIMENTOS DE LIBERACION

Cortes de tejido ( 20 - 30 mg. )

|

Preincubar en medio Krebs - bicarbonato libre de Fa” ap Hs

7.4 con'c02-02 (5%-95%) por 5 min. a 37°C.

Incubacién a 37°C por 10 min. con NE-*H o DA-c.

|

Alicuotas de 0.5 ml,

)\

e e mnosncerrss: RN filtro
u | vacfo

Lavado con 15ml. de medio Ringer-bicarbonato
6 ESTIMULOS
bajo K*sin Ca** (1 ml.) (2veces); alto K*+ Ca** (1ml) ( 1 vez)
bajo K*sin Ca**( 2veces ) alto K*+ Ca** ( 1ml) ( 1 vez)
Alfcuotas para control radioactivo Filtros + 5Sml, de SDS 10%
+ 1fquido de centelleo. 60°C/20 min. !

Espectrémetro . 1fquido de centelleo

Ty



TABLA No. 1
COMPOSICION DEL MEDIO RINSER-BICARBONATO

Conc.final (mM)

NaCl 110.0
KC1 3.0
MgCl2 . 1.2
Na,HPO, 1.2 E
NaHCOy . : 25.0 3
CaCl2 1.5
GLUCOSA 10.0
TABLA No. 2

COMPOSICIQN DEL MEDIO RINGER-BICARBONATO 4 EGTA

Conc. final '(mM)

NaCl 115.0
KC1 ' 3.0
NaHzpoa' ‘ 1.2
Mgso, 1.2
NaHCO4 ' . 25.0
GLUZOSA . 10.0/
E.G.T.A, 1.0




TABLA No. 3

COMPOSICION DEL MEDIO RINGER-BICARBONATO-ALTO K*

NaCl
KCL

NaHZ2P04

MgS04

NaHCO3 .
GLUCOSA  )
E.G.T.A, °

CaCl,

Conc.

final mM

65.0
53.0°
1.2
1.2
25.0
10.0
1.0
2.0 mM




V.- RESULTADDS .-

Y

1.- Efecto del estres por la inyecciéﬁ:

Los;valores basales de NE y DA en cerebro anterior, -
fueron obtenidos de las muestras de animales sacrificados-
por decapitacién y que no recibieron ninguna inyeccidn.

Los resultados muestran que en el cerebro anterior la
concentracidon de NE disminuyé un 60% en el tiempo O, mien-
trés que a los 15,30 y 45 min. la disminucidn fué de un 13,
20 y 12% respectivamente en animales inyectados por SSF --
con respecto a los valores basales (Fig. 6), Por otra par-
te, no se observaron cambios significativos en los niveles

de DA en el cerebro anterior. (Fig. 7).

2.- Efectos del GMS sobre los niveles de CA.

Para descfiminar el posible efecto que pudiera tener-
la concentracidén de iones Na* en la solucidén de GMS sobre-
los niveles de CA, se utilizé como control los valores ob-
tenidos de las ratas trétadas con solucidn de NaCl equimo-
lar a GMS.

Se observd una disminucién en los niveles de NE en el
cerebro anterior de las ra;as tratadas cbn GMS en todos --
los tiembos, que corresponden a una disminucidn del 33,21-
y 11% en los tiempos 15,30 y 45 min. reépectivamente -----
(Fig. 6).

Los niveles de DA en el cerebro anterior, muestran --




una disminucidn importante del 47% a los 15 min. y del 59%

a los 30 min. después de la administracién de GMS en rela-

cién con los animales tratados con solucién de NaCl equimo
lar a-GMS. Mientras que no se encontré diferencia signifi-

cativa entre los valores obtenidos con SSF con respecto a-

los animales que se les administré solucién de NaCl Equimo .

lar a GMS (Fig. 7).

3.- Captacidn de Catecolaminas:

Se observd una disminucién del 40% en la captaciodn de
_NEBH en corteza cerebral al aplicar GMS con respecto a los
valores obtenidos por SSF. As{ también, se presenta una --
disminucidn del 42% en relacion con el grupo de animales -
que se le adminisgrd solucion de NaCl equimolar a GMS ----
(Fig. 8). Por otra parte, los valores obtenidos por efecto
del GMS en la captacion de DA-1aC en ndcleo caudado, mues-
tran un Iincremento de 116 a 100% en relacién‘con el grupo-
de animales que recibieron SSF y solucldn de NaCl equimo--
lar a GMS respectivamente (Fig. 10).

Al comparar el control con el grupo que se le adminis
tré una solucién de NaCl equimolar a GMS no se encontré di
ferencia significativa en la captacidn de NE3H en corteza-

cerebral y captacion de DA'4C en nucleo caudado (Fig. 8 y-
10).

4,- Liberacidn de Catecolaminas:

Al considerar el efecto del GMS en la liberacién de -




NE>

H en corteza cerebral con respecto al grupo.que se le -
administré SSF, se obtuvo una disminucidn del 35% en el --
primer est{mulo con alto K* y un 66% en el 22 est{mulo. --
También se encontrd una disminucidn del 45 y 56% en el pri
mer y 22 est{mulo con alto K* respectivamente en compara--
cién con una solucidén de NaCl equimolar a GMS. (Fig. 9).

Al comparar los valores del control con respecto al -
grupo que se le administrdé una solucién.de NaCl quimolar -
al GMS se observd un incremeéto en la liberacién de NE°H -
en corteza cerebral del 18% en el primer est{mulo con alta
conc;ntracién de K*, mientras que en el 22 estimulo la li-
beracién de NE°H disminuyé el 22%. As{ también, en las mis
mas condicliones se encontrd una disminucidn del 29 y 56% -
respectivamente en la liberacidn de 0A14C en el primer y -~
22 estimulo provoéado con alta concentracidn de K*. (Fig.-
9y 11).

En los ;esultados obtenidos se puede apreciar un mar-
cado incremento en la liberacidn de DA-14C en nucleo cauda
do por efecto del GMS en comparacidn con el grupo de anima
les que se le administrd solucidén de NaCl equimolar a GMS-
el cual corresponde a un 117 y 104% en el primer y 22 est{
mulo con alto k' respectivamente mientras que en relacidn-
éon SSF se presenta un aumento del 53% para'el primer esti
mulo con alto K* y una disminucidn del 11% para el 22 esti
mulo (Fig. 11). Sin embargo, bajo la administracidn de ---

NaCl equimolar a GMS se observd una continua disminucidn -
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de la liberacidn de DA a partir del primer pulso con alta
concentracién de K*, donde la diferencia es estad{sti-

camente signlficétlva con respecto al control (Fig. 11).
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VI.- DISCUSION .-

Es importante hacer notar la influencia que tiene el-

estres de la inyeccidn sobre los niveles de Catecolaminas,

4y

en telencéfalo, esto se observa al encontrar una diferen--

cla significativa entre los valores basales y los resulta-
dos obtenidos bajo la administracidn de la SSF en lo que =~
respecta a los niveles de NE en Telencéfalo (Fig. 6). De -
ésta manera se han comunicado cambios en la concentracidn-
de Catecolaminas, espec{ficamente de NE en diversas condi-
clones de estres. (52 , 53) por lo que se puede establecer=-
una importante participacidn de éstas aminas en el control
del estres,. sin embargo, con estos resultados no es posi-
ble determinar el.mecanismo, as{ como las posibles v{as -=-
neuronales de tipo CAérgico que pudieran establecer o regu
lar el estado de estres,, para lo cual es importante contf
nuar con estudios sistemiticos y espec{ficos para esclare-
cer dicho fendmeno.

Por otro lado,(gltas concentraciones de NaCl adminis-
tradas por vi{a i.p. modifican los niveles de NE en Telencg
falo (Fig. 6) as{ como la liberacidén de DA en el nucleo --

caudado (Fig. 7).

Diversos estudios realizados en el cuerpo estriado --

han demostrado que el requerimiento externo de Na* y Ca**-




para la liberacidn de DA es relativamente bajo,ésto sugle-
re que el sistema de liberacién para DA es mas sensible en
relacién al que se observa para otras aminas, como la NE y
S-HT (54), lo que indica que la solucidn de NaCl equimolar
a GMS administrado por via i.p. puede producir cambios en-
la concentracidon de Na'lntracerebral, ya que el Na* no pre
senta fenémeno de barrera hematoencefdlica y de ésta forma
el Na* reduce el tiémpo de acumulacidon de la DA exdgena a-
nivel de sinapsis, ési, en éstas condiciones la captacidn-
de DA por terminales DAérgicas en el nucleo caudado no se-
modifica (Fig. 10) esto induce una continua liberacidn de-
DA de tal forma que al proporcionar el pulso con alta con-
centracién de k' en condiciones in vitro, la cantidad dis-
ponible de DA es baja a nivel de sindpsis, lo que explica-
rf{a una baja libe;acién de DA por influencia de la solu---

cién de NaCl equimolar a GMS.

En el presente trabajJo se observa una importante dis-
minucidn en la concentracién de NE y DA en el telencéfalo-
durante el perfodo pre -—convulsivo (Fig. 6 y 7). Al consi
derar que el efecto convulsivo del GMS en la rata conduc--
tualmente es evidente entre los 45 a 55 min. después de su
administracidn y que la mayor reduccién en los niveles de-
CA corresponde a los 30 min. (Fig. 6 y 7), esto permite su
gerir que las CA estdan directamente relacionadas con las -

manifestaciones convulsivas en las ratas tratadas con GMS.

Esta sugerencia se apoya con los resultados obtenidos por-
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otros autores en diferentes modelos de convulsiones experi
mental (46 , 55). Aunque no se tienen evidencias directas-
de que el GMS o alguno de sus metabolitos modifica los ni-
veles de CA por ‘accidn directa sobre células CAérgicas, s{
es muy claro que bajo el efecto del GMS la captacidn y 1li-
beracidén de NE en corteza cerebral se disminuye (Fig.B8y?9)
mientras que en ndcleo caudado el GMS estimula tanto la --
captacidn como la liberacidn dependiente de calcio de la -
DA (Fig. 10 y 11). Estos resultados estdn de acuerdo a los

reportados por Chesselet con estudios citoquimicos con ---

anti-tirosina hidroxilasa y anti-glutamatodescarboxilasa - .

en el cuerpo estriado (56) donde se suglere que el glutdmi
co produce en el estriado un incremento en la liberacién -
de DA por interaccidn sobre receptores presindpticos, nues
tros resultados apoyan ésta sugerencia ya que el nicleo --
caudado es un componente del cuerpo estriado, con lo que -
es probahle que en el ndcleo caudado se encuentre la mayor
confluencia de receptores presindpticos en termiales DAér-
gicas. Estudios postériores en nuestro laboratorio estaran
dirigidos para confirmar o descartar ésta probabilidad, --
as{ como también en corteza cerebral ya que existen eviden
clas acerca de la presencia de neuronas Glutamatérgicas en
ésta regién en donde el GMS de alguna forma modula la cap-
tacion y liberacidn de NE ya que no se descarta la posibi-
lidad de que ésta modulacidn se lleve a cabo via recepto-

res presindpticos.
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VII.. CONCLUSIONES .-

W

1.- Las manifestaciones convulsivas, por efecto del Gluta-

mato Monosddico, estén directamente relacionadas con -
una importante disminucidon en los niveles de Norepine-
frina y Dopamina en Telencéfalo de la rata durante el-

perfodo precon&ulslvo.

El Glutamato Monosddico por via intraperitoneal, modu
la la neurotransmision mediada por Norepinefrina y Do-
pamina en corteza cerebral y nicleo caudado respectiva
mente, durante el perfodo convulsivo, por lo que los -
resultados obtenidos apoyan nuestra hipétesis iniclal-

mente propuestas.

El mecanismo por el cual el Glutamato Monosddico modi-
fica la captacién y liberacién de Norepinefrina y Dopa
mina en corteza cerebral y nucleo caudado respectiva--

mente, ain no se conoce, por lo que serd necesario rea

lizar otros estudios para esclarecer s{ el Glutamato -

Monosddico afecta éstos eventos de la neurotransmision
en forma directa o indirecta sobre las terminales ner-

viosas Catecolaminérgicas.
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Fig. 3 Diagrama‘que ilustra la Transmision Sindptica.
Cuando un impulso nervioso llega a la terminal ner
viosa, se liberan moléculas neurotransmisoras que;
estdn almacenadas en vesiculas y que posteriormen-

te interactuan con los receptores en el elemento -

= Mitocondria

= Vesfcula sindptica

sindptico. 1

1 = Ax6n {
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= Receptor de accién répida

10 = Receptor de accidn duradera

11 = Molécula de ATP ' ¢

12 = Segundo mensajero (AMP ciclico)






Fig. 2 Fisiologfa de la Sindpsis Quimica.

En la figura se obsérva que, dos moléculas de neu-
rotransmisor se unen al receptor, el cual sufre --
cambios en su conformacién abriendo el canal para-
el paso de iones sodio y potasio, as{ como la acti
vacion de la adenilciclasa cuando un neurotransmi-
sor se une a su receptor especi{fico situado sobre- :
la membrana celular. De inmediato, la enzima utili i
za una parte del ATP que se encuentra presente en- :
el citoplasma y lo pasa a AMP ciclico, el cual sir
ve para transmitir la sefial desde la membrana al-- ] a ﬂ !

interior de la célula.
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Fig. 3 Metabolismo del Glutamato.

En la figura se observa la sintesis del Glutamato -
a partir de sus precursores inmediatos, utilizacién
y su degrgdacién a glutamina y GABA, ademds de las-

enzimas espec{ficas que intervienen en cada paso.
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- Fig. & Sindpsis Noradrenérgica.

La figura muestra la sintesis de NE a partir He tiro
sina, por intervencidn de la enzima Tirosina Hidroxi
lasa (TOH), su almacenamiento en vesiculas y libera-

cién al espacio intersindptico, as{ también su unién
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con el receptor postsindptico y su inactivacién por- -

.

recapfura 6 degradacidn.

ot



SINAPSIS NORADRENERGICA

/aPargllmo

Productos

Reserpina Desominados

Anfetamina
Desipromina

i



Fig. 5 Sindpsis Dopaminérgica.

Se puede observar la sintesis de DA a part{r de su -

83

3precursor tirosina con intervencion de la enzima Ti-

rosina Hidroxilasa (TOH), su almacenamiento en ves{-
culas y liberacidn al espacio intersindptico para --
actuar sobre receptores postsindpticos especificos -
que después de e)ercer su accion se inactiva por re-

captura o degradacioén.
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Fig. 6 Cambios en la Concentracidn de'NE en Telencéfalo --

por efecto del GMS.

Cambios en la concentracidn de NE en Telencéfalo, -
por administracién i.p. de GMS (23.6 mmol. kg™') --
e~ , solucidn de NaCl equimolar a GMS (23.6 mmol.
Kg") ¢--~2) y SSF (=, Cada valor representa la
media (t E.E.M.) de 4 a 6 animales en cada experi--
mento. Para andlisis estadistico, los valores obte-
nidbs con édministracién de GMS fueron comparados -
con los obtenidos bajo la solucidn de NaCl equimo--
lar a GMS, mientras que posteriormente se compara--
ron con los valores obtenidos con administracidn de

' SSF #p < 0.001; *p<0.01;%«£0.02.
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Fig. 7 Camblios en la Concentracidon de DA en Telencéfalo por

efecto del GMS.

Cambios en la concentracidn de DA en Telencéfalo, -
por administracidén i.p. de GMS (23.6 mmol. Kg'1) -
¢~=e=ej, solucidn de NaCl equimolar a GMS (23.6 mmol
Kg'l.) (<---), y SSF (=), Cada valor representa -
la media (¥ E.E.M.) de 4 a 6 animales en cada expe-
rimento. Péra andlisis estadi{stico, los valores ob-
tenidos con administracidon de GMS fueron comparados
con los obtenidos con solucidn de NaCl equimolar a-
GMS, mientras que posteriormente se compararon con-
los vaiores obtenidos con administracidon de SSF, --

*p < 0.001.
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- Fig. 8 Captacidn de NE3H en Corteza Cerebral por efecto - st 1
_ del. GMS, ‘

. Captacidn de NE3H en Corteza Cerebral, por adminis
tracién 1.p. de GMS (23.6 mmol. Kg-1) (GMS), solu-
cién de NaCl equimolar a GMS (23.6 mmol. Kg'1) -—-

( NaCl ), y SSF (C). Cada valor representa la me--
dia (% E.E.M.) de 8 determinaciones en cada experl
mento. Para andlisis estadistico, los valores obte
nidos con administracién de GMS fueron comparados-
con los oﬁtenldos bajo la solucidn de NaCl equimo-
lar a GMS *p<0.05 mientras que posteriormente se‘-
compararon con los valores obtenidos con adminis--

tracién de SSF.™p<0.05.
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Fig. 9 Liberacidn de NE-3H en Corteza Cerebral por efecto-

del GMS.

Liberacidén de NEBH en corteza cerebral, por adminis
tracién i.p. de GMS (23.6 mmol. Kg~') (GMS), solu--
cién de NaCl equimolar a GMS, (23.6 mmol. Kg-1) ---
(NaCl), y SSF (C). Cada valor representa la media -
(t E.E.M.) de 8 determinaciones en cada experimento.
Para andlisis estad{stico, los valores obtenidos =--
con administracién de GMS fueron comparados con los
obtenidos bajo la solucidon de NaCl equimolar a GMS-
*ne0.05, primef est{mulo con alta concentracidn de-
Kt y terce£ esti{mulo con baja concentracidén de K*;-
*h<0.01, 22 estimulo con alta concentracidén de K+--
y'p<0.b5 en el 42 estimulo con baja concentracidén -
de K*, mientras que posteriormente se.compararon --
con los valores obtenidos con administracidn de SSF,
*p<0.05 en el primer estimulo con alta concentra---
cién de K* y en el 42 estimulo con baja concentra--
cién de K* y *p<0.01 en el 22 estfmulo con alta con

centracién de k*.
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Fig. 10 Captacidn de DA~'4C en Nucleo Caudado por efecto -
del GMS.

14
Captacién de DA- C en Nucleo Caudado, por adminis-

’ -1
tracién 1.p. de GMS (23.6 mmol. Kg ) (GMS), solu-
cién de NaCl equimolar a GMS (23.6 mmol. kg™') ---

(NaCl), y SSF (C). Cada valor representa la media-
(t E.E.M.) de 8 determinaciones en cada experimen-
to. Para anéliéis estadistico, los valores obteni-
dos con.aaministracién de GMS fueron comparados --
con los obtenidos bajo la solucidn de NaCltequimo-
lar a GMS, *p<0.05, mientras que posteriormente se
compafaron con los valores obtenidos con adminis--

tracion de SSF,°p<0.01.
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Fig. 11 tiberacion de DA"“C en Nucleo Caudado por efecto-

del GMS.

Liberacidén de DA’aC en Nucleo Caudado, por ‘adminis
tracién 1.p. de GMS (23.6 mmol. Kg-') (GMS), solu-
cién de NaCl equimolar a GMS (23.6 mmol. Kg~') ---
(NaCl), y SSF (c). Cada valor representa la media-
(* E.E.M.) de B determinaciones en cada experimen-

to. Para andlisis estadistico, los valores obteni

dos con administracidn de GMS fueron comparados con

'los obtenidos bajo la solucidén de NaCl equimolar a
GMS*p<0.005 en el primer estimulo con alta concen-
tracién de K* y ®p<0.02 para el 22 estfmulo, mien-
tras que en relacidn conSSF ¥p<0.005 y ®*p< 0.02 --
en el 3% est{mulo con baja concentracién de K*,--=

mientras que al comparar los valores obtenidos con
SSF respecto a una solucidn de NaCl equimolar a --

GMS *p<0.001 y *p<0.05 con respecto a GMS.
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