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EPILEPSIA

La epilepsia ha sido uno de 1los grandes problemas de la
humanidad, tanto por su alta prevalencia e incidencia, como por sus
consecuencias médicas y sociales. Desde los tiempos hipocraticos se ha
insistido en borrar la creencia del caracter sobrenatural de 1la
épilepsia; sin embargo, por temor e ignorancia, hasta lé fecha, el
enfermo epiléptico sigue siendo objeto de. discriminacién en nuestra
ﬁociedad. En su tiempo, Hipécrates seflalé: “En cuanto a la enfe&@edad

gue llamamos sagrada, he aquf lo que es: ella no me parece mas sagtada

ni mas divina que las otras, ella tizne la misma naturaleza que el

resto de las otras enfermedades; y por origen, las mismas causas gue

" cada una de ellas. Los hombres le han atribuido una causa divina par

ignorancia y par el asombro que les inspira, pues no se parece a las

enfermedades ordinarias".

Etimolégicamente, la palabra epilepsia deriva de una preposicién
y de un. verbo irregular griego, que sianifica: “ser sobrecogida
bruscamente". La definicién de epilepsia ha provocado polémica entre
las diferentes escuelas neurolégicas; lo que cresd confusién en la
iiteratura asi{ como comunicaciones epidemiolégicas coanflictivas, ya
que-se utilizaban definicionés.distintas. Por esta razén, en 1973, 1la
Liga Internacional contra la Epilepsia y la Organizacién Mundial de la-
Salud (OMS) publicaron un dicciorario de epilepsia en el que la
definen como: una afeccién cronica de etiologia diversa, caracterizada
por crisis recurrentes, debidas a una descarga excesiva de las

neuranas cerebrales (crisis epilépticas), asociadas eventualmente con

diversas manifestaciones clinicas y paraclinicas.



La caracteristica clinica mis importante de la epilepsia es la

- variabilidad de las manifestaciones sequn el sitio de descarga y, por

otro lado, lo impredecible de su presentacién y reaparicion, con

periodos asintomiticos que pueden durar minutos, dias, meses o afios

(Rubio-Donnadieu, 1986). .

‘ MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

La limitacién natural que existe al intentar - estudiar la
epilepsia en humanos, mediante técnicas invasivas o ensayos farmaco-
i4gicos, ha creado la necesidad de buscar modelos experimentales de
epilepsia que semejen a la epilepsia humana. Para desarrollar un
madelo experimental de epilepsia, generalmente se eligen mami feros que
presenten manifestaciones eléctricas y conductuales similares a las de

la epilepsia humana.

Un modelo experimental de epilepsia se considera como tal cuando

las alteraciones paroxisticas son "espontaneamente" recurrentes. En la

‘actualidad, los modelos de epilebsia mas estudiados son: el provocado

por la estimulacidén =2léctrica repetitiva y subumbral (Kindling) y . los
inducidcs potr la aplicacién tépica de crema de alumina o polva de
cobalto en la caorteza cerebral. Sin embargo, existe una gran variedad
de modelos experimentales en los cugles es posible indﬁcir, en forma
aguda, ur numero variat:le de crisis convulsivas apreciables conductual
y electrofisiolégicamente. Dado que estos modelos no son espontanea-
mente recurrentes y, paor tanto, na son crénicos, seria mas apropiado

denominarlos modelos experimentéles de crisis epileptiformes (Solis-

Ortiz y Arauz-Contreras, 1986).
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Para el estudio de crisis epilepfiformeé mediante modelas experi-
mentales tenem&s ciertas drogas que producen crisis si se administran
tépicamente en el cerebro. Por ejemplc: la estricnina (antagonista a
glicinal), bicuculina (antagonista a GABA), picrotoxina (antagonista a
GABA), &l pentilentetrazol (probable antagonista a GABA) y¥ la hidra-
zida (que reduce la concentracién del GABA por inhibicié4n de la GAD).
Si bien estos agentes producen crisis éstas no son intermitentes, son
mis bien continuas y pueden conducir tanto a la muerte como a la
recuperacién completa al terminar el efecto de ‘la &roga pnrb sar
metabolizada o excretada (Craig y Coiasanti, 1987).

N

La cuestiédn técnica acerca de como la droga llega a la neurona es

" muy importante. Asi, la administracién sistémica, la ahlicacién ianto-

forética, o la administracién del agente en el medio que rodea a una

neurona tn vitro, puede resultar en una exposicién diferencial del

_cuerpo celular o procesos celulares de una neurana a la draoga

convulsionante. Estas diferencias pueden afectar la magnitud y aun 1la
naturaleza del efecto observado. Cada via de administracién propar-
ciona informacién Gtil, pero la.administracién al animal integro in

vivo produce datos miAs relevantes sobre 1los mecanismos involucrados

en la produccién de las crisis (Faingold, 1987).

Un factor importante a considerar en el establecimiento de lns
mecanismos de induccién de crisis es que las neuronas de diferentes
regiones del SNC de mamiferos no son afectadas en la misma forma por
dichas drogas. Asl, la neuroanatomia del SNC debera ser considerada al
tratar de entender locs mecanismos mediante 1los cuales las drogas

convulsionantes producen las crisis. (Faingold, 1987).
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En la actualidad, el estudio controlado y sistematico - de 1los
modelos experimentales de epilepsia (modelcs experimentales de
epilepsia verdadera y modelos experimentales de crisis epileptiformes)

han tenido tres aplicaciones fundamentales:

a) En el estudio de los mecanismos neuronales que, en condiciones
normales, se relacionan con la regulacién de la excitabilidad del SNC

y con la regulacién de la actividad motora.

b) En el estudia de los mecanismos neuronales basicos implicados
en la generacién y autosupresién de las crisis epilépticas, sean o no

caonvulsivas.

c) En el ensayo de drogas anticonvulsionantes que pudieran tener
una aplicacion efectiva en la terapéutica de la epilepsia en humanos

(Solis-0rtiz y Araus-Contreras, 1984).

INDUCCION DEL PROCESO EPILEPTICO POR ADMINISTRACION SISTEMICA
DE. SUSTANCIAS CONVULSIONANTES

La administracion de sustancias convulsionantes por via sistémica
es un procedimienta frecuentemente empleado en los estudios de
epilepsia. Entre las drogas que se utilizan estan el pentilentetrazol,
el L-glutamato monosédico, la bicuculina, la estricnina, el rojo de

rutenio v la 4-aminopiridina.
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En estos modelos las alteraciones paroxisticas no son
espontaneamente recurrentes, por lo que entran dentro de la categoria
de los modelos experimentales de crisis epiieptifofmes. El procedi-
miento que se sigue para producir las crisis convulsivas en estos
modelos consiste en administrar el agente convulsionante por via
intraperitoneal (i.p.), intravenosa o subcutanea. La administracién de
la sustancia convulsionante por via sistémica permite su . distribucidn
homogénea en. la red de capilares sanguineos cerebrales, por lo gue su
écceso al parénquima cerebral"queda condicibnadn por las ca?acte«

risticas regionales de la permeabilidad capilar al agente gquimico en

estudio, lo cual se conoce como fenémeno de barrera hematoencefilica

(BHE). Esta disponibilidad, casi homogénea, del convulsionante en el

" sistema nervioso parece ser de gran utilidad para los estudios de

caracter neuroquimico (Solis- Ortiz y Arauz-Contreras, 1986).
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. cblina acetiltransferasa (CAT) (Stdrm-ﬂathisen, 1977).

DISTRIBUCION DEL SISTEMA COLINERGICO EN EL CEREBRO DE LA RATA

Por muchos alos se utilizaron técnicas histnquimicas para
visualizar la actividad de la enzima que degrada a la acetilcolina
(ACﬁ, la acetilcolinesterasa (ACE) (Koelle y Friedenwald, 1949
Karnovsky y Roots, 1964). En una serie de estudios, estas técnicas
fueron empleadas por Shute y Lewis para identificar. estructuras
colinérgicas y sus proyecciones (Lewis y Shute, 19473 Shute y Lewis,
i967). De cualquier manera, posteriormente se de?cubrié qﬁe la

localizacién de la ACE no esta solo limitada a neuranas colinérgicas

(Koelle, 1963; Silver, 1974; Jacobowitz, 1977), por 1lo que los

investigadores cambiaron a un marcador colinérgico mis especi fico, la

4

Hay un consenso general de que la enzima que sintetiza a la AC,
la CAT (E.C. 2.3.1.6) (Nachmansohn y Machada, 1943), es el marcador
mAs especi fico de estructuras colinérgiéas, particularmente en el
cerebro (Kuhar, 1976; Levey y col., 1983a; Wainer y col., 1984). Sin
embarqgo, existfa una dificultad Extrgma para purificar la enzima con
lag técnicas bioguimicas convencionales, por lo gue la especificidad
de varios antisueros praoducidos contra la CAT purificada fué puesta en
duda (Rossier, 19753 Rossier; 1981; Wainer y col., 197684). A principios
de los afos 86, la nueva tecnologfia de produccién de .anticuerpos

monoclonales fué aplicada a este problema y varios laboratdrios

desarrollaron anticuerpos contra la CAT, los cuales demostraron ser

especi ficos por una gran variedad de criterios inmunoquimicos (Levey y
col., 1981; Crawford y col., 1982; Eckenstein y Thoenen, 1982; Levey y

col., 1983b). Desde entonces, una gran variedad de anticuerpos

10



ESDE;ificos se han desarrollado, y se ha obtenido bastanté informacién
sobre la distribuciéon de estructuras colinérgicas en el cerebro de
varias especies, por ejemplo: en el reptil Caiman crocodilus (Brauth y
col., 1985), en la tortuga de agua dulce Pseudemys scripta elegans
(Mufson y col., 1984), en el pollo (Johnson y Epstein, 19886), en la
rata (Ahmstrong y col., 1983; Ichikawa e Hirata, 19846), en el cobayo
(Maley y col., 1988), en el hurén (Henderson, 1987), en el gato
(Vincent y Reiner, 1987}, en bovinos (Ishida y col., 1987), en monos
(Hedreen y col., 1983), y en el humano (Nagai y col., 1983) entre

otros.

Con la implementacién de la inmunchistoquimica, es posible ahora,
definir claramente la distribucién anatémica de las neuronas
colinérgicas del cerebro anterior basal, as{ como sus conexiones con

la corteza cerebral (Wainer y Mesulam, 1990).

Asi{, la corteza cerebral es rica en AC y sus enzimas (CAT, ACE)

(Kuhar, 1976). Se ha demostrado que 1la mayoria de las estructuras

" calinérgicas corticales derivan de proyecciones de neuronas multipola-

res largas del cerebro anterior basal (Eckenstein v col., 1988), estag
neuronas no forman distintos ndcleos, sino que mis bien, se extienden
a lo larga del cerebro anterior basal y estAn contenidas en varios
nucleas (Wainer y Mesulam, 1990). De esta forma y paré dar a conocer
la heterogenicidad neuronal de esta regién y de la organizacién de las
proyecciones colinérgicas, ée‘introdujo una clasificacién que designa
“Ch*" (Ch1-ChB) a subgrupos de neuronas colinérgicas contenidas dentro
de varios ntuclecs y que proyectan fibras a objetivos corticaleé y

subcorticales (Mesulam y col., 1983a; Mesulam y col.,1983b).

11
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-Las neuronas contenidas dentro del cerebre anterior basal
(Ch1-Ch4) prapaorcianan la mayor fuente de inervaci&n colinérgica a la
corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala y el bulbo olfatoric.
Mientras que, las neuronas colinérgicas en el tronco cerebral
(ChS~Ché) proporcionan la mayor fuente de inervacién colinérgica al
fAIamo, hipotalamo y cerebro anterior basal (Fig. 1). Es. interesante.
notar que las vias colinérgicas tienen influencia sobre 1la actividad
cortical en forma directa por proyecciones corticopetales (Ch1-Ch4) vy

en forma indirecta por proyecciones talamopetales (ChS5-Ché). Un punta

_ potencialmente importante de interaccién directa ocurre al nivel del’

niucleo reticular talamico, el cual recibe entradas colinérgicas tanto
de} tronco cerebral coma del cerebro anterior basal (Fig. 1) (Mesulam

y col., 1983b; Rye y col.,1984; Saper, 1984).

ACETILCOLINA

Existe una evidencia considerable de que la AC aparece dentro del

esquema evolutivo mucho antes de la formacién de un sistema nervioso.

Bacterias, hongos, protozoarios y plantas poseen capacidad de biosinteg

-tizar y degradar AC. AUNn en sistemas superiores, la distribucién de la

AC no esta solo limitada al'sistema nervioso. Por ejemplo, la AC se
localiza también en la cérpea, en alqgunos epitelios ciliados, en el
bazo de los ungulados y en la placenta humana (Rama-Sastry, 1979). §i
bién aun no existe evidencia definitiva, se ha propuesto qgue la AC
tiene una participacién importante en el desarrolic y la difaren-

ciacién tisular.

12
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~La AC fué identificada par Hunt en 1907 como un posible mediador
de funciones celulares, posteriormente Dale (1914) seffald ‘que su
accisén mimetizavla estimulacién nerviosa‘ parasimpAtica. tLoewi, en
1921, proporcioné evidencia clara sobre la liberacién de AC por esti-
mulacién nerviosa. La existencia de cierta variedad de receptores que
expliéaﬁia lag diferentes actividades de la AC lleqgé a ser aparente en
los experimentos realizados por Dale (1914). El receptor de tipo nico-
tinico para la AC fué el primero en ser purificado y determinada &u
estructura primaria (Numa y col., 1983; Changeux y col., 1984). En 1la
década pasada se determinaron las estructuras primarias de varios
subtipos de receptores (nicotinicos y muscarinicos), asi{i como de

varias colinesterasas y de la CAT (Taylor y Heller, 198%9).

La clasi}icacién de los subtipos de receptores colinérgicos en el
sictema nervinso se basa en la actividad farmacolégica de dos
alcaloides: nicotina y muscarina, de ahf{ su denominacién. Los
receptores nicotinicos se subdividen en N1 localizados a nivel de la

unidn neuromuscular y los N2 ubicados en ganglios periféricos, vy

difieren entre si por sus caracteristicas farmacolégicas. Por otra

parte, los receptores muscarinicaos se subdividen sequn su afinidad por
la pirenzepina: se denominan M1 a los que presentan alta afinidad,
estos predominan en ganglios y neuronas, y M2 a aquellos con baja

afinidad, que se localizan en mdsculo liso, glandulas secretorias vy

miocardio. Estos Ultimas se clasifican a su vez por su afinidad al

AF—DX 116 (Hammer y col., 198035 Hirschowitz y col., 1984). A nivel de
SNC predominan los receptores muscarinicaé, en particular los del
tipo M1, en cuerpo estriado, hipocampo y corteza 'cerebral (Taylor vy

Haller, 1989).

13



En cuanto‘a su localizacién subcelular, la AC se encuentra distri
buida tanto en las terminales nerviosas como en el cuerpo neuronal vy
los axones pero, a diferencia de la que se lccaliié en estas estructu-
ras, la AC de las terminales nerviosas se concentra en vesiculas
sinidpticas (AC unida establemente) y no solo en 1la fraccién celular

soluble (AC libre) (Sandoval y Torner-Aguilar, 1984).

- SINTESIS Y DEGRADACION DE LA ACETILCOLINA

La AC se sintetiza a partir de sus dos precursores inmediatos, la

~colina y la acetil coenzima A (Fig. 2). Esta reaccidén se lleva a cabo’

en un solo paso catalizado por la enzima colina acetiltransterasa

(CAT) (EC 2.3.1.4):
Colina + Acetil CoA {(—~——- > Acetilcolina + CoA

La CAT se localiza en el SNC, especi{ficamente en los sitios donde
tiene lugar la sintesis de AC. Por ejemplo, la enzima se encuentra en
concentraciones relativamente altas, vn el ndcleo caudado, hipacampno y

corteza cerebral. Dentro de las neuronas colinérgicas, la CAT se

.cancentra en las terminales nerviosas, aunque tambidén esti presente en

loé axones, por donde se trénsporta desde su sitio dé sintesis en el
soma. Cuando se realizan estudios de fraccionamiento celular, "la CAT
se recupera en la fraccién sinaptosomal‘(localizada en el citoplasma
principalmente). Se ha éugerido que bajo condiciones fisialdgicas la
CAT también se localiza en el exterior de la vesicula de almacenamien-

to y por lo tanto la AC sintetizada tiene una ubicacién favorable para

_entrar en la vesicula sinaAptica (Taylor y Heller, 1989).

14
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‘La acetil CoA ufilizada para la sintesis de AC en cerebro de
mami feros praviene del piruvato formado por la glucosa. Ain no se
conoce el mecanismo por el cual la acetil CoA formada en la membrana
interior de la mitocaondria se transparta para la sintesis de AC. Ya
que como se menciond anteriormente 1a4CAT s@ localiza principalmente

en el citoplasma sinaptosomal (Cooper y col., 1982).

For otra parte, las neuronas no pueden sintetizar colina de novo,
por lo que deben obtenerla del plasma o de campuestos que la contengan
(Taylor y Heller, 198%9). La celina esta presente en el plasma en una
concentracién de 10 uM. Existen dos sistemas de captacién de colina:
uno de "baja afinidad” con una Km de 10 a 100 uM presente en todos los
tejidos, y otro de "alta afinidad" dependiente de.sodio cen una Km de
1 a5 uM que se presenta en las neuraonas colinérgicas. La captacién de
alta afinidad se satura a 10 uM, por lo que la concentracidn plasma~
tica de cclina es adecuada para sostener la sintesis de AC auan en

condiciones demandantes, como se observa en ganglics (Jope; 79).

Aproxisadamente la mitad de la colina que se eméléa en la'
sintesis de AC proviene divec%amente de 1la AC 1iberadéu y‘ que se
hidroliza por la accién de la ACE. Otra fuente de colina es la
fosfatidilcolina. En el SNC estas. fuentes son particularmente
importantes, ya que la colina no atraviesa la BHE. Asi; en el GSNC la
captacién de alta afiridad de colinAA podria no saturarse y, la
sintesis de AC padria estar limitada por 1la disposicién de colina
durante periodos de actividad sostenida. Lo anterior coincide con el
hecho de que los niveles de AC en cereﬁro varian, mientras que en

panglios y musculo permanecen constantes (Taylor y Heller., 1989).

iS
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Existen tres mecanismos para regular el nivel de AC en las
células: inhibicién por retroalimentacién de 1la .AC sabre la CAT,
accion en masa, y la disponibilidad de acetil CoA y colina. De estas
tres posibilidades @1 principal factor regulador parece ser la
captacién de colina de alta afinidad (Cooper vy col., 1982).
Experimentos realizados con 3-hemicolinio, que bloquea el. sistema de
captacisén de alta afinidad, demuestran una impartante rgduccion en la

sintesis de AC (Jope, 1979).

La actividad enzimitica de la CAT se determiné por primera vez env
una preparacién libre de células por Nachmansohn y Machado en 1943. La
én;ima se ha purificado de diversas fuentes y se ’ha clonado de
Drosophila melanogaster (ltoh y col., 1986). La purificacion de la CAT
ha permitido la produccién de anticuerpos espec{ ficos para fin de la
localizacién inmunohistoquimica de estructuras colinérgicas utilizando

esta enzima como marcador especi fico.

La enzima purificada a partir de cerebro de mamiferos, es una

proteina con un peso molecular de 66 a 70 KD. Hay varias isoenzinas

con diferentes puntos isoeléctricos (Dietz y Salvaterra, 196Q), posi-

blemente, éstas difieran en su asociacién con las vesiculas. La enzima

tiene una Km para la colina de 1 mM y para la acetil CoA de 10 uM.

Por otra parte, la degradacién de la AC se lleva a cabo por medio
de un mecanismo de modificacién enzimdtica en el espacio siniptico. La
enzima responsable es la ARCE, ésta se encuentra en las membranas

neuronales, aunque puede tener aorigen postsiniptico como en el caso de

16
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la unién neuromuscular, donde se localiza principalmente en la post-
sinapsis. La ACE hidroliza AC para farmar acetatao y colina (Fig. 2)

(Sandoval y Torner-fAguilar, 1985):
Acetilcolina + Agua {~—-—- > Acetato + Colina

La ACE es una enzima impartante del sistema nervioso taneo de
vertebrados como de invertebrados. En invertebrados se ha estudiado vy
caracterizado de diférentes organismos, como por ejemplo: el nematodo
Caenorhabditis elegans (Johnston y Russel, 1983), la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster (lingde y col., 1983}, el lepidéptero Pieris
brassicae (Arpagaus y Toutant, 1985), la mosca casera Musca domestica
(Fournier y cbl.,1987), y la abeja Apis mellifera (Belzunces y col.,
1988). En vertebrados, las colinesterasas estAn ampliamente distri-
buidas por todo el organismo, tanto en tejidos neurcnales como en
otros tejidos. La amplia distribucién de las colinesterasas de hecho

limita su uso para la identificacién de estructuras colinérgicas

" (Hoover y col., 1978).

En base a la especificidad del sustrato, las colinesterasas se
subdividen en dos grupos: las acetilcolinesterasas (EC 3.1.1.7) y las

butiril o pseudocolinesterasas (EC 3.1.1.8) (Massoulie y Bon, 1982).

La ACE de mamiferos existe en diversas formas moleculares
derivadas de modificaciones en el procesahiento del ARNm de un gen que
codifica para ellas y se caracteriza mas por su solubilidad y su modo

de unidén a la membrana que por su actividad catalitica;
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En general podemos distinguir dos clases de acetilcolinesterasas:
la primera de ellas (clase homéloga), consiste en. la asociacién de
subunidades catalfticas idéntités. Las formas individuales difieren en
su grado de asociacién (monémeros, dimeros y tetrameros) y en su
hidrofobicidad. Esto ﬁlfimo parece ser una consecuencia de la adicidén
de un glucofosfalipido en el carboxilo terminal lo cual se aprovecha
para localizar la enzima en la sdperficie extracelular de la membrana.
La segunda clase es una ‘asociacion hetersdloga de subunidadesg

estructurales y cataliticas unidas mediante enlaces disulfurc. Una

- forma existe como ura asocia&ién de hasta 12 subunidades catalfticas

con un filamento unico de coldgeno. Estas formas son frecuentemente
denominadas asimétricas, ya que el filamento unica broporciona una
asimetria dimensional sustancial a la molécula. Una segunda Torma
parece ser un tetramero de subunidades cataliticas wunidas covalente-

mente a un lipido mediante una cola unica (Taylor y Heller, 1989).

LA TRANSMISION COLINERGICA

La liberacién de AC requiere Cat++ extracelular, el cual entra a

.

.la neurona cuando es despolarizada (Fig. 3). El mecanismo por el cual

esée incremento en la concenfracién intraterminal de Ca++ pravoca la
liberacién de AC se desconoce, sin embargo; la fosforilacién o
;ctivacién de proteinas que induzcan la fusién de la vesicula con la
membrana neuronal es una posibilidad. La_dependencia de Ca++ es5 una
caracteristica comin de todos 1los mecanismos de liberacion por
exocitosis, Yy es probable. que la exocitosis sea un mecanismo

conservado para la liberacion del neurotransmisor.
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Una vez en él espacio sinaptico la AC se combina con el receptor
postsinaptico qu puede ser de dos tipos: nicotinico o muscarinico
(Fig. 3). Las respuestas mediadas por el receptor nicotinico son:
rapidas, con una duracién de milisegundos, generalmente excitadoras vy
pueden ser inducidas tanto por AC como por nicotina. Las respuestas
mediadas par el receptor muscarinico son mas lentas, tienen una dura-
cién de segundos, pueden ser excitadoras e inhibidoras y son inducidas
por AC y muscarina. Aparentemente, los receptores nicotinicos estan
asociados a canales de Na+ y K+, ya que incrementan la canductancia de

estos iones, pero no afectan la conductancia de aniones.

Las cansecuencias de la activacién dé los receptares muscarinicos .
vari{an de uno a otro tejido..En muchos casos, la apertura de iondforos
es un evento primario que puede aumentar la conductancia de Na+ y
disminuir la de K+, lo cual origina una respuesta excitadora, o puede
reducir la canductancia de Na+ y aumentar la de K+, lo cual determina
una respuesta inhibitoria. Recientemente ée ha descrita 1la presencia
de receptores presindpticos de tipo muscarinico en neuronas centréles
y se ha sugerido 'que actdan como un sistema de control por
retroalimentacién negativa (Sandoval y Torner—-Aguilar, 1986).

_Como ya se indicsd, el mecanismo de eliminacién de la AC del
espacio intersinaptico estA relacionado con la actividad hidrolf tica
de la ACE. Una vez hidrolizada la AC alrededor de un 35 a S0 4 de 1la
colina libre es transportada de regreso a la terminal presinaptica por
un sistema de transﬁorte activo de alta afinidad dependiente de Na~+
para ser reutilizada en la sintesis de nueva AC. Se presume que‘ la

captacién de esta calina derivada metabolicamente .ocurre de manera
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rapida, antes de que la colina difunda lejos del espacio inter—
sinéptico. La colina restante puede ser catabolizada o alterna-
tivamente llegar a ser incorporada en fosfolipidos, los que pueden

servir nuevamente como fuente de colina (Cooper y col., 1982).

GLUTAMATO

El glutamato (Glu) es el aminoiAcido neurotrancsmisor excitatorio .

mas abundante en el cerebro, aungue esti distribuido de manera ubicua

- en el SNC, se localiza principalmente en la corteza cerebral. Praduce

un incremento en la permeabilidad al Na+ vy K+ provocando as{ la

despolarizacién (Maynert y col., 1975).

El Glu ocupa una posicién centrai en el metabolismo del cerebro v
ha sido objeto de numerosos estudios durante las ultimas décadas. Su
papel en el metabolismo fueé ﬁropuésto por Krehs (1933) y su potencia
egcitadora fué demostrada en muasculo de crustiaceos por Kravitz v col.,
(1970), y posteriormente, por administracidén tépica, en el cerebra de

mamiferos por Cooper y col., (1982;).

Ei Glu es un aminoacido no esencial que no cruza la BHE por 1lo
gque, en cerebro, se sintetiza a partir de glucosa y otros precursores,
por diversas rutas (McGeer y McGeer, 1989). La via mas frecuente es .a.
partir de glutamina. qué se régula por la concentracidén de .glutamina,
Glu (producta) y por la actividad de la glutaminasa (Kvamme y Olsen,

1980).
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El desarrollo de nuevos agonistas y antagonistas ha evidenciado
la existencia de al menos tres distintas clases de receptores para los

aminodcidos dicarboxilicos Glu y aspartato. Los tres receptores son

activados preferentemente por N-metil-D-aspartato (NMDA), gquiscualato,

y Kainato (Watkins, 1981; McLennan, 1981).

CONVULSIONES INDUCIDAS CON L-GLUTAMATO MONOSODICO

Desde hace tiempo han sido descritas diferentes actividades
motoras manifestadas como crisis epileptiformes como consecqencia de
la administracién paranteral de GMS en ratas (Bhagaban y col., 1971;

Johnston, 1973; Nemeroff v Crisley, 1975).

£1 L~-GMS puede préducir convulsiones en animales de 1laboratorio
(Faingold, 198B7; Craig y Colasanti, 1987). E1 efecto del GMS puede
dividifse en dos periodos: preconvulsive y convulsiva. El periodo
convulsivo se inicia de 30 a 460 minutos después de la inyeccion de
EMS. Las ratas de 3 y 10 dias de edad inyectadas via i.p. con 4 mg/g
de GMS presentan un patrén caonvulsivo de tipo clénico-ténica, con un

marcado predominio de la fase ténica.

En contraste, dosis similares de GMS inducen violentas crisis
ténico-clonicas en ratas de &0 dfas de edad, mientras que en ratas de
180 dfas o mas predominan las crisis clénicas y eventualmente puedan
observarse crisis clénicoc—-ténicas, sobre todo al final del efecto.
(Arauz-Contreras y fFeria-Velasco, 1984; Solis~0Ortiz y Arauz-Contreras,

1986) .
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Respecto a los mecanismos de produccién de las crisis en este
mudelug no hay informacién que los defina con precisién, sin embargo,
las evidencias parecen indicar un probable desequilibrio entre los
sistemas excitatorios e inhibitorios en el encéfalo, ya que el L-Giu
es un neurotransmisor excitatorio central y el sustrato para 1la

sintesis del Acido gamma-aminobutirico (GABA), conocido neurotrans-

_misor inhibitorio (Solis-Ortiz y Arauz-Contreras, 1984).

EFECTO NEUROTOXICO DEL L-GLUTAMATO MONOSODICO

La neurotoxicidad de los aminoicidos excitadores se conoce desde
hace casi 40 aXos (Hayashi, 1934). Sin embargo, los mecanismos de é¢sta
aun no se han clarificado por completo. El1 Glu se considera un
neurotéxico, en altas concentraciones produce destruccidén excitotéxica
de cuerpos neuronales en ratén, rata y-otras especies {(Olney, 1978),
efecto que puede estar médiadé por la qctivacién de‘ diversos

receptores (Olney y col., 1981).

Aunque, en el adulto, es necesaria la administracién intra-
cerebral de grandes dosis para alcanzar niveles téxicos debido a que
existe una gran cantidad de sistemas de captacién y presentan una
distribucién ubicua (Dlney, 19783 Schwarcz y col., 1981). Lucas vy
ﬁewhuuse demostraron (1957) que el GMS administrado a ratones neonatos .
provoca una rapida degeﬁeraci&n de células ganglionares de la retina.
Y también afecta al hipotalamo (principalmente nucleo arcuato) en

primates (Olney, 1974).
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halins)

.

En general se ohserva que los animales neonatos son mis sensibles
al efecto citotéx;co del L-BMS que los adultos, esto debido a que no
existe BHE y posiblemente también a que los sistemas de recaptura de
este aminoidcido aun no estan completamente desarrollados (Olney,
1971), sin embargo existen evidencias de que bajo ciertas condiciones
experimentales es posible incrementar significativamente, en el
cerebro maduroa de la rata, la vulnerabilidad al GMS (Kshler y
Schwarcz, 1981;‘01ney, 19280). Asi pues el efecto neurotédéxico se
presenta en ciertas areas del SNC, en edades definidas y bajo

condiciones especti ficas mediante un mecanismo aun poco conocido.

En su mecaniémo de accién se propone la partiéipacién de
receptores que provoquen una despolarizacidn sostenida de la membrana
e incrementen su permeabilidad afectando la homeostasis iénica (Olney,
19713 Olney, 1978). Se.han propuesto dos mecanismos & travées de los
cuales las excitotoxinas pueden inducir muerte neuronal, Olney y col.,
(1986); propusieron que inicialmente el dafo es provocado por una
entrada masiva dé Na+, Cl- y agqua, por otro lado, Jancsé vy
col., (1984), y Choi (1983) propusieron un segundo mecanismo de
evolucién neurotsdxica mas lenta y dependiente de la entrada de Ca+~+.
Con respecto a los receptores que median estar accién, Choi y col.,
(19865  1988) mencionan la participacidén del receptor a
N-metil-D-aspartata (NMDA) ya que el bloqueo de esta clase de
receptores es suficiente para atenuar marcadamente la pérdida neuronal
asaciada a la administracién del GMS. Por otro lado, Frandsen y col.,
(1989) han piropuesto la participacién de . receptores no NMDA, en’
estudios a través del desarrollo de nuevos antagonistas (Honoré vy

col., 1988; Frandsen y col., 1990; Michaels y Rothman, 1990).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



El Glu en forma de sal monosédica (GMS) e ha wutilizado
ampliamente, por sus efectos neurotéxicos, en estudios neuroquimicos,
fisiolégicos, endocrinolégicos y conductuales (Dawson y Lorden, 1981;

Nemeroff y col., 19785 Pizzi y Barnhart, 19765 Lorden y Caudie, 1986).

En generél se conoce que.los animales neonatos son mas suceptibles
que los adultos al efectc neurotéxico del L-GMS, sin embargo na se han
realizado estudios para evaluar el efecto de é4ste sobre el desarrolla
del sistema colinérgico en particular, por lo que el piresente trabajo
busca obtener informacién acerca del efecto del L-GMS sobre 1la
actividad de 13 CAT en el SNC, ya que el sistema colinérgico esta
ampliamente distribuido e implicado en una gran variedad de funciones
tanto operativas como de integracién y tiené una estrecha interaccisn

con el sistema glutamatérgico en diferentes regiones del SNE.
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HIPOTESIS
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Si el efecto citotdxico producido por el . L-GMS afecta a las
neurcnas colinérgicas del cerebro, luego entonces, la actividad de la
CAT (EC 2.3.1.6), el marcador colinérgicao mAs especifico, se vera
reducida en laé principales regiones ricas en estructuras colinérgicas
talesﬁéomo: corteza frontal, cuerpo estriado, hipocampo vy ndcléos

basales de Meynert.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL:

Evaluar en forma diferencial la actividad de la CAT en diferentes
regiones del SNC en ratas tratadas neconatalmente con L-GMS, y en ratas

control tratadas con SENaCl. ,

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar la actividad de la CAT en corteza frontal, cuerpo
estriado, hipocampo y nicleos basales de Mevnert en ratas de 1la cepa
Wistar a las edades de 7, 14 y 21 dias después del tratamiento

neonatal con L-GMS a una désis de 4 mg/q de ﬁesé.

2. Determinar la actividad de la CAT en las mismas regiones vy
bajo el mismo esquema mencionado anteriormenfe, con la aplicacion de
solucidn salina en una concentracién equimolar de cloruro de sodio a

la del L-GMS. Estos grupos seran tomados como controles.
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MATERIAL Y METODOS
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ANIMALES

Fara el desarrollo de este trabajo se utilizaron ratas recién
nacidas de la cepa Wistar, lac cuales fueron mantenidas en condiciones
de bioterio, esto es, con acceso libre al agua y alimentacién, ciclos
de luz-oscuridad de 12:12 horas, humedad relativa 45 Z y teaperatura

de 250C constante.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente se trabajé con dos camadas de ratas recién nacidas;
una de ias cuales se tomé como grupo experimental y la otra como grupo
cantrol. Al grupao experimental se le administré L-GMS por via
subcutanea, a una dosis de 4 mg/g de pesaAen un volumen de 200 ul de
agua desionizada, esto en 10; d{as posnatales 1, 3, Sy 7. Al grupo
control se le administréd una solucién de cloruro de sodio en una
concentracién equimolar a la del L-GMS. Los animales de ambos grupaos
fueron sacrificados a la edad de 7 dias. Posteriormente se tomaron
otras camadas y se siguié el mismo esquema .mencionado anteriormente,
variando solo las edades de sacrificio de los animales que fueron de

14 vy 21 dfas.

PREPARACION DEL TEJIDO

Una vez que ;us animales cumplieron la edad prestablecida fueroq
sacrificados por decapitacién y sus cerebros fueron inmediatamente
removidos y disectados en frio (400) bara obtener las siguientes
regiones: corteza frontal, cuerpo estriado, hipocampo vy nﬂcleos‘
basales'de Meynert. Ensequida el tejido fué homagenizado en 1 ml de
una soluﬁién de sacarosa 0.25 M (49C) y luego congelado y mantenido

por debajo de O OC para su posterior procesamiento. |
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DETERMINACION DE LA CAT

La actividad de la CAT fué determinada por el método de Fonnum
(1975). Para iniciar el ensayo las muestras fueron descongeladas vy
luego diluidas (para abtener una concentracién final de proteina de
. 2.7 a 3.0 ﬁg/lS #1) en una solucién de  sacarosa 0.25 M conteniendo

Tritén X-100 al 0.2 %.

Posteriormente se aéregaron 15 u> de cada muestra de tejido en
tubos de 4 mm de didmetro colocados en una mezcla de hielo—~agua, y la
reaccién fué iniciada por la adicién de 15 pl del medio de incubacién
conteniendo: [14C] acetil CoA 14 uM (act.esp. 56 mCi/mmol), KCi 2 M,
.clorqﬁo de colina 200 mM, EDTA 4 mM, eserina 1 mM, albdmina de suero

de bovino 10 mg/ml, amortiguador de fosfato de sodio 200 mM, pH 7.4.

Cada tubo fué transferido a un bako maria a 37 oC donde se incuba
bor 20 minutos. Una ve:zx franscurrido este tiempo las muestras fueron
retiradas e inmediatamente lavadas con 2 ml de amortiquador de fosfato
de sodio 10 mM, y con dn pH 7.4 para detener la reaccién. Luego se
pasé el contenido de los tubos a viales los cuéles contenian 1 ml de
Kalignaost/acetonitriic (230 mé/ 30 ml) y ensequida les fueron agrega-

dos S ml de tolueno puro.

A continuacién, los’viales fueron agitados durante 30 segqundos
para sepatrar las dos fases. Lﬁegc se tomaron con una pipeta 2 ml de la
fase orgidnica (superior) y fueron colocados en otro vial al cual se
agregaraon 5 ml de liquido de centelleo para finalmente cuantificar la

radioactividad en un contador de centellea liquido Beckman LS-46000.
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La actividad ae la CAY se expresa como pMoles de acetilcolina
farmada por mg de proteina par hora. La actividad inespecifica se
midid con un testigo que contenia 15 ul de sacarasa 0.25 M y 15 ul del
medio de incubacién. La determinacién de proteinas fué realizada por
el método de Lowry y col., (1951), utilizando albamina de suero de

bavino como estindar. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

ANALISIS ESTADISTICQ
Los resultados se evaluaron tomando en considéracién las pruebas
paramétricas t-student de dos colas y anAlisis de varianza (ANOVA) por

comparacién de variables independientes.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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EFECTOS DEL L~GMS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CAT

A continuacién se presentan por regiones los resultados obtenidos

en la actividad de la CAT a las edades de 7, 14 y 21 dias.

CORTEZA FRONTAL

‘A las edades de 7 y 14 dias no se. presentan diferencias en la
actividad de la CAT entre los grupos controles y experimentales.-'Sin
embarga en laos animales de 21 dias se observa una disminucién
estadisticamente significativa en el grupo experimental (con L-GMS)
con respecto al grupo control (con SENaCl), los valores fueron de 3939
t 2103 prioles/mg prot/h y 63542 3231 pNoies/mg prot/h respectivgmen-;
te, esto repfesenta una disminucién del 40 %. Los resultados se mues-—

tran en la tabla 1t y la grafica 1.

CUERFO ESTRIADO

En esta regién no encontramos diferencias a la edad de 7 dias,
sin embargo a la edad de 14 dias el grupo experimental muestra una dig
minuci®n significativa en la actividad de la CAT del 27 7% con respecto
al grupo control (15619 + 1882 vs 21336 * 3287 pMales/mg prot/h respeg
tivamente), de manetra similar, el grupo experimental de 21 dias
presenta una disminucién significativa del 29 % con respectn al grupo
control (19417 * 3I580 vs 22081 * 4140 plioles/mg prot/h respectivamen;

te). Los resultados se aprecian en la tabla 1 y la grafica 2.

HIPOCAMPO
En esta regién nc se observaron diferencias estadisticamente -

significativas en la actividad de la CAT entre los grupaos contrales y
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experimentales en ninguna de las edades estudiadas. Los resultados se

muestran en la tabla 1 y la grafica 3.

NUCLEOS BASALES DE MEYNERT

No se encontraron diferencias significativas en la actividad de
la CAT entre los grupos controles y experimentales en ninguna de las

edades estudiadas. Los resultados se observan en 1la tabla 1 y la

" grafica 4.
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DISCUSION
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Se ha demaostrado que el GMS induce degeneracién neuronal en la

retina y en el hipotdlamo en roedores y primates necnatos despuds de
la administracién oral o sqbcuténea (Lucas y Newhouse, 1957; Everly,
1971). El analisis microscépico de estas lesiones revela que sélo lag
dendritas y los cuerpas celulares de las neuronas intrinsecas son
éfectadas por el GMS, mientras que las terminales nerviosas de
neuronas extrinsecas o fibras mielinizadas gue pasan a través del Area
lesionada sobreviven (Everly,'1971; Olney, 1971). Recientemente en
nuestro labaratorio hemos encontrado evidencia histolégica .de dafig
.celular inducido por la administracién neonatal de GMS bajo el esquema'
adui ‘estudiado. Algunas de las regiones afectadas son: corteza
\ ‘ frqntal, cuerpo estriado y el hipoéampo en grados y edédes diferentes.
Pensamaos que las neuronas afectadas sean principalmente interneurcnas
colinérgicas en dichas regiones por 1lo que buscamos evidencias al

respecto (Beas-Zairate y col., 1990a,b).

En general, se conoce que los animales neonatos son miAs sensibles
al efecto citotéxico del L-GMS que lps adultos, esto debido a que no
existe barrera hematoencefilica (BHE) y posiblemente también debido a
‘que los sistemas cerebrales de inactivacién del glu (fundamerntalmente

la captura de glu por las célylas gliales? no estin completamente

desarrollados (Olney, 1971).

En los experimentos realizados en este trabajo se obsarvé una
disminucion estadisticamente significativa en la actividad de 1la CAT
en los grupos experimentales (con L-GMS) con respecto a las controles

' (con SE NaCl) en dos de las cuatro regiones estudiadas.
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En la corteza se presenta una disminucién del 40 % a la edad de
21 dias, mientras que en el cuerpo estfiado se presenta una disﬁinu—
cién del 27 % a la edad de 14 dias y del 29 4 a la edad de 21 dias.
Estos resultados sugieren que el L-GMS administrado neonatalmente en
ratas ejerce un efecto citotéxico 5obre. las neuronasz colinérgicas
(interneuronas) dg la corteza y el cuerpo estriado ya que las
modificaciones observadas en la actividad de la CAT apoyan esta idea.
Ademas se cobserva gue el ‘efecto no es inmediato sina que ocurre
posteriormente en el desarrollo va que inicia después de los 14 dias

en corteza y entre los 7 y 14 en el cuerpo estriado.

Se ha e%tudiado la implicacién de 1la glutamina y las células
gliales en 1a modulacién de la neurotoxicidad del L-GMS, y se ha
observado que en cultivas de células neuraonales (SC?) en un medio con
bajas concentraciones de glutamina (<0.5 mM), el L-GMS no tiene ningun
efecto citotoxico, sino gque incluso ejerce‘ un efecto promotar del
c?ecimiento, ademads se ha encontrado que estas células son mas
suceptibles al efecto citotéxico del L—BMS cuando son cultivadas junto
con células gliales (WCS) que cﬁanﬁo se cultivan en forma aislada

(Simantov, 1989).

Partiendo de lo anterior, podemos interpretar nuestros resultados
con base en el desarrollo de las células gliales, gque como ya se
mencionsé, se establecen completamente durante la etapa posnatal. De
esta manera, el dafio due se observa en las neuranas cdlinérgicas
(interneuranas) de la corteza y el cuerpo estriado no es inmediato

debido posiblamente a las bajas concentraciones de glutamina, en la



medida en que se desarrollan las células gliales, estas capturan el
glutamato y lo transforman en glutamina, en un momento deterhinado los
niveles de glutamina son suficientes para que el glutamato (todavia en

exceso) induzca su efecto citotéxico.

Un importante estudio sobre el desarrollo, indica que el acido
kaifnico (el analogo mas potentg del glutamato) es neurotdxico para las
~neuronas estriatales en ratas de 21 dias 5ero no en ratas de 7 .dias
(Campochiarec y Coyle, 1978). Lo anterior coincide con nuestras
observaciones y puede también reflejar el posterior desarrollo de las

células gliales.

Si bien se ha observado la participacién de la glutamina y las
células gliales en la modulacién de la neurotoxicidad del L-GMS, estos
estudios se han hecho in vitre (Simantov, 1989), 'y aunque algunas
observaciones in wivo (Campochiaro y Coyle, 1978) parecen coincidir,
es nesesario hacer una evaluacién.mas‘amplia al respecto, ya que las
cglulas gliales constituyen el principal sistema cerebral de recaptura
del glu, y en los animales adultos representan un importante mecanismo

de proteccién (Ulney, 1971).

El mecanismo del daffio que hemos encontrado en estas regiocnes
(Beas-Zarate y col., 1990a,b) .puede explicarse en base a ciettas
evidencias. Recientemente se ha propuesto la participacién del oxido,
nitrico en la neurotoxfcidad'inducida por el glu, se ha demostrado que
la activacién de los receptores NMDA se asocia con un incremento en la
permeabilidad al Ca++, y que la elevacién del Ca++ citosélico provoca

desajustes importantes en algunas funciones celulares tales como el
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metabolismo de los fosfolipidos lo cual puede llevar a la generacidn
de acido araquidénico, y por otra parte se ha abservado también que
los iones Ca++ se unan a una calmodulina la cual activa la enzima
6%ido nitrico sintetasa que convierte la arginina en citrulina'y éxido
nitrico. Tanto el &éxido nitrico como el Acido araquidénico pueden:
difundir fuera de la célula y actuar sobre la terminal presinaptica
incrementando la liberacién del neurotransmisor, cerrandose as{ un
circulo de retroalimenteciédn positiva que mantiene la sobrestimula&ibn
de los receptores NMDA conduciendo finalmente a la degeneracién’

celular (Fazeli, 1992; Solomon y Bredt, 1992).

En el hipocampo, no se observan difeéencias significativas en la
aﬁtividad denla CAT entre lo§ grupas controles y experimantaies, 19
cual sugiere una menor sensibilidad (al menos durante el desarrollo
tempirano) al efecto citotéxico del L-GMS por parte de las neuronas
colinérgicas en esta regiédn. Es importante estudiar si este efecto se
observa en edades pcsteriovres e identificar los tipos de receptores

implicados (estudio planteado para desarrollarse a mediano plazao).

Con respecto a los nucleos delﬂeynert, esta regién se incluyd
basicamente como referencia debido a su escasa o nula interaccién con
el sistema glutamatérgico, ademias de que en ellas eﬁcontramos basica~-
mente cuerpos neuronales v no terminales colinérgicas que es donde sé
concentra la enzima a nivel subcelular, esto explica el hecho de que
en ésta regién se observan los valores mids bajos en la actividad de la
CAT a la edad de 21 dias. AdemAas, es necesario destacar la dificultad
que existe para obtener esta regién en forma aislada, por lo que las

variaciones observadas pueden atribuirse, en parte, a esta situacidn.
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En nuestro laboratorio se ha determinado (paralelamente a la
determinacién de la actividad de la CAT) la unién especifica de [3H]
QNB como ligando a receptores muscarinicos, encontrandase un
incremento sustancial en la cantidad de receptores a partir de los 7'
dias de edad en corteza frontal, cuerpo estriado @ hipocampo (Ortufio y

col., 1991) lo cual apoya nuesttros resultados.

Por uUltimo, consideramos gque e¢ necesario complementar estos
estudius evaluando el efecto del tratamiento necnatal con L-GMS en las
edades de 30, 40 y 90 dfas, con el fin de conocer en la eatapa adulta

la respuesta del sistema colinérgico bajo estas condiciones. Seréd

‘interesante conocer si posteriormente se presenta alguna recuperacién

‘en el dafo inducido por el L-GMS, ya que la presencia de mecanismos de

compensacién es una posibilidad, y esta podria darse a nivel de un

incremento en el numero de receptares.
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CONCLUSIONES
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1. La disminucién en la actividad de 1la CAT inducida por 1la

administracién neonatal de GMS en dosis de 4 mg/g de peso sugiere un

~efecto citotéxico sobre las neuronas colinérgicas de la corteza

frontal y el cuerpo estriado.

2. El efecto del L-GMS no es inmndiato sino que al parecer ocurre
posteriormente, inicia después de los 14 dias en corteza y entre las 7
y 14 en el cuerpo estriado, este hecho puede estar relacionado con el

desarrollo de las células gliales en el cerebro.
3. Aparentemente, las neuronas colinérgicas del hipocampo
presentan una menor sensibilidad al efecto citotéxico del L-GMS en las

primeras etapas del desarrollo.

4. La implicacién de las células glialeé en la neurotoxicidad del

glu debera evaluarse ampliamente, sobre todo en las primeras etapas

del desarrollo, ya que, si en los animales adultos representan un

mecanismo de proteccién, durante el desarrollo temprano parecen mediar

el daffo inducido potr el glu.

5. Es nesesario continuar con estos estudios a fin de conocer en la

‘etapa adulta la respuesta del sistema colinérgico bajo estas

condiciones.
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FIGURA 1

PRINCIPALES VIAS COLINERGICAS EN EL CEREBRO DE LA RATA

Las designaciones CH1-CHé identifican Qrupos de neuronas
colinérgicas contenidas dentro de varios nucleos del cerebrao anterior
y trénco cerebral. Abreviaciones: (AMG), amigdala; (CDB), cerebeloy
(CC), ‘cuerpo calloso; (CE), cuerpo estriado; (CT), corteza; (HDB) ,
ndcleo li{mbico horfzontal de 1la banda diagonal de Broca; (HO),
hipocampo; (TDL), ntcleo tegmental dorsolateral; (SM), ndcleo medig
septal; (NBM), nucleos basales de Meynert; (B0), bulbo olfatorio;
(TFPP}, nucleo tegmental pédunculopontino; (T), talamoj; (RT), nucleo
reticular talamico; (VDB), nucleo limbico vertical de 1a banda
aiagonal de Broca. Las interneuronas colinérgicas se muestran
esquemiticamente en CT, HC, y CE (Modificado e interpretado de acuerdo

con Wainer y Mesulam, 1990).
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FIGURA =

LA TRANSMISION COLINERGICA

La liberacién de AC reguiere de Ca++ extracelular, el cual entra a
la neuraona cuando <¢sta es despolarizada.

Una vez en el espacio sinidptica, la AC se combina con el receptar
postsinaptico, que puede ser de dos'tiﬁ;s: nicaotinico o muscari-
nico.

El mecanisma de eliminacidén de la AC del espacia intersinaptico
est4 relacionado con la actividad hidrolitica de la ACE.

Una vez hidrelizada la AC, alrededor de un 35 a 50 % de la calina
libre es transportada de regreso a la terminal presinaptica para

ser reutilizada en la sintesis de nueva AC.
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Actividad de CAT en corteza frontal

8L)M/I‘r‘vg prot/h {X 1000}

+p .08 dad posnatal
R conuvol Experimental
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GRAFICA 2

ACTIVIDAD DE LA CAT EN EL CUERPO ESTRIADO

En ésta grafica se representa en la ordenada la actividad de 1la
CAT expresada en pMoles/mg prot/h, y en Jla abcisa la edad de laos
animales. Los resultados expresan la media * desviacién estandar de
4-6 experimentos por duplicado de las variables. Abfeviaciones: L-GMS,

L-glutamato monosédico; SENaCl, solucién de NaCl equimolar a L-GMS.
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GRAFICA 3

ACTIVIDAD DE LA CAT EN EL HIPOCAMPO

En ésta grafica se representa en la ordenada la actividad de la
CAT expresada en pMoles/mg prot/h, y en lé abcisa la edad de los
animales. Los resultados expresan la média * desviacién e5€éndar de
4-4 experimentos por duplicado de las variables. Abreviacicnes: L—GMS,

L-glutamato monosédico; SENaCl, solucién de NaCl equimolar a L-GMS.
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GRAFICA 4

ACTIVIDAD DE LA CAT EN LOS NUCLEOS BASALES DE MEYNERT

En ésta grafica se representa en la ordenada la actividad de ia
CAT expresada en pMoles/mg prot/h, y en la abcisa 1la edad de los
animales. Los resultados.expresan la media * desviacién estandar de
4-& experimentos por duplicado de las variables. Abreviaciones: L-GMS,

L—glutamato‘monnsédito; SENaCl, solucién de NaCl equimolar a L-GMS.
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Actividad de CAT en Nucleos de Meynert

0 pM/mg prot/h (X 1000}
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TABLA 1
ACTIVIDAD DE LA CAT DURANTE EL DESARROLLO DE RATAS

TRATADAS NEONATALMENTE CON L-GMS
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EDAD :
¢dfas) T - i Al
¢l 26 - $134 ¢ 1424 - 6542 ¢ 1231 -
CORTEZA
E 11339 ¢ 294 {n.s)| 5497 & 1183 (n. ) [# 3939 ¢ 2183 (4@
C | 7933 ¢ 737 - | 21336 £ 3287 - | 2208% & 4140 -
ESTRIADO
E | 7551 £ 1426 <n. ) [RLSA19 ¢ 1882 (27%) [#15617 & 1588 (29%)
C | 3478 ¢ 194 - 3702 ¢ 2461 - 7030 ¢ 2546 -
HIPOCANPO
E | 7289 £ 1471 (n.s)| 8897 & 2153 (n.s)] 7998 ¢ 1183 (n.®)
. C | 5265 ¢ 1835 - 8187-1 1636 - 4790 ¢ {144 -
e E [ 45532 991 (n.s)| 7438 & 2909 (n.s)| 4214 + 883 (n.$)

T0DAS 1AS CANTIDADES ESTAN EXPRESADMS EN pMoles/mg proteina/h
fbreviaciones : (n.s) = no significativo € = Grupo contrel
¥ =p (0.0 E = Grupo experimental
& =p(aol }
N.B.K = Kucleos Basales de Maynert
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EFECTO DEL L-GLUTAMATO MONOBODICO (6MS) ADMINISTRADO
NEONATALMENTE SOBRE €L DESARROLLD DEL SISTEMA
COLINERGICO DE LA RATA.

Ortufo, S.D.#, beas-larate, C., Guzman G.G.e, Hivera,
C.M.®, Garza B. F.», Morales V.A. Feria V.A. Facultad

de Cienclas Biologicas, U. de G.

El GnS administrado. sistesicaasnte proauce
destrucC1on excltot2oxica neuronal en cilertas areas Jgei
SNC, de la rata, raton Yy oOtras especies por un
MECAN I SA0 aUN JdE@¥CONOC1dO.

LOs Neonatos SON eas susceptibles ae sutrir oicha
CC1IDN tOXICA, Ya Que la lesion causada depende de la
dos1s, Via O® adeinistracicn y lé edad dei animal. En
base & lo anterior se eli1gi1o un esquesa oe adminis-
tracion aultiple subcutaneo de GMS a la dosis ce 4
mG/Qg . O0® paso & los 1, 3, Sy 7 dias gosnataies para
costeriormente sacrificarlos a los 7 y 14 dias ge eaad
y s@ obtuvieron la corteza frontal (CF), cuerpo estri;
do (CE) y el hipocampo (H). Se detersiné la unizn
especitica (Ko y Prar) @ M-QNB comO ligando a recep-
tores auscCarinicos, asi coeo la actividad especitfica
de la CARY, para valorar la suscaptibilrdad oe neuronas
colinergicas a los efectos neurotoxicos del GMS en las
Areas antes SeNCl1ONadas.

Los resultados 1ndican que a los 7 dias de edad
se reduce en forma i1mportante la afinidad del liganao
en CF, y CE (kp 7-1l0 veces aayor), aentras gque la
Bmax s@& 10Crements en CF en un 200 4L . En H 2 los ?
G.a% %@ ObsServo un Increaento del 70 L en la tp , mieq
tras que la Bwa: disainuys en un 30 2. A los 14 dlas
@] CE presentd una reduccisn del 73 % en la ko con un
1nCreaento de la br3- det 40 X . Por otro lacgo, la
activicad ge la CAT, s2io s@ i1ncrementc un Ju 7. en el
CE & los 7 dias 0e ecad, eientraes que en las oOtras
areas NO @ OUSEerve NINQIN Camdblo s1gnificativo,

Estos resultados sugleren que @l efecto neuro-
ci1totéx1co 1nAducldo por e: GMS es me0i1ado, en parce,
por @) sistema cCoOiinergyico.

Kate trazoa;s .S garzoalmerte g :vads por et CONAC Y a
tra.’es del 1ier 32 D111 -90 4008 “CRT: o 1a ez arise
DOS) .



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA Newel6n ..o
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C. FRANCISCO GARZA BRISERO
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Manifestamos a wusted, que con esta fecha ha
s{do aprobado el tema do Tesis ™ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD -

DE LA COLINA ACETILTRANSFERASA (EC 2.3.1.6) EN EL CEREBRO DE RA-

TAS TRATADAS NEONATALMENTE CON L- GLUTAMATO MONOSODICO ~ para

obtenar la Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo le informamos que ha sido
aceptada como Director de dicha Tesis el Biol. Daniel -~

Ortufo Sahagan.

A TENTAMENTE
" PIENSA Y TRABAJA "
ANO "LIC. JOSE GUADALUPE ZUNO HERNANDEZ"
Guadalajara, Jal., 09 Diciembre de 1991.
EL DIRECTOR

Lo D7
FACULTAD DE M. EN c./e@s BEAS ZARATE
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c.c.p.- El Biol. Daniel Ortufo SahagGn, Director de Tesi{s.pie.-
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For medic de este conducto me es grato saludarle y a la vez
comunicarle que el trabajo de tesis titulado: "DETERMINATION Db
LA ACTIVIDAD DE LA COLINA ACETILTRANSFERASA (E.C. 2.3.1.8) EN EL
CEREBRG  DE  KATAS TRATADAS NEONATALMENTE CON L=GLUTHMGTO
MONDSORICO" cezarrolladc por él C. pasantie cdz la Llcencxarﬁra en‘

Biolocia FRANCISCU BGARZA BRISENL, ne quedado ge1camente

- concluido,

Se anesLan a la presente elemplares del escrito pare su  revigior
y en su casc &aprobacion para la impresion del mismo, con €l T

de programsr _fechsa de examen de Tesis Frofesional.

Sin otro perticular, le reitero la expresion de mi consideracisn

mzs distinguidea. 3
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Atentamerte
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Director de la Tesis.

ccp Sinpdales de evaluacidén de proyecto.
ccp €. pasante de la Licenciatura en Biologia
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