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RESUMEN

Diversos estudios muestran que la exposicién
excesiva de las células nerviosas a aminoédcidos
excitatorios tales como el glutamato (Glu) puede inducir
dafic irreversible y conducir a la muerte celular. Ademés,
se ha demostrado que en diversas enfermedades
neurodegenerativas {(Alzheimer, Huntington, epilepsia y
Parkinson) existe dafio y disminucién selectiva de
neuronas, tales como las colinérgicas y GABAérgicas.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio para
conocer el efecto de la administracién temprana de Glu
sobre el desarrollo del sistema nervioso de la rata,
sugieren que el sistema colinérgico no es el Unico blanco
del dafio celular inducido por Glu. Asi, las células
GABAérgicas podrian constituir otro tipo de neuronas
susceptibles al dafio citotédxico inducido por Glu, por lo
que en el presente trabajo se determiné la liberacidn de
GABA en corteza cerebral (CC) e hipocampo (Hp) durante el
desarrollo (14, 21, 30 y 60 dias de edad) en ratas
tratadas los dias posnatales 1,3,5 y 7 con glutamato
monosdédico (4mg/g de peso).

Los resultados muestran que en los animales tratados
con Glu la liberacién estimulada de GABA en la CC se
redujo a los 14, 21 y 30 dias, incrmenténdose a lo 60
dias significativamente respecto al grupo intacto. Por
otro lado, en el Hp la liberacidn estimﬁlada de GABA de
animales tratados con Glu se redujo a los 14 y 21 dias,
sin embargo a los 30 dias esta liberacidén es muy similar
a la del grupo intacto, mientras que a los 60 dias vuelve
a reducirse significativamente respecto al grupo intacto.
Estos resultados indican que los primeros 21 dias de edad
son importantes en el desarrollo del cerebro de la rata
y que las células GABAérgicas de la CC y Hp son
vulnerables al efecto citotéxico del Glu en esta etapa.



INTRODUCCION
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El tejido nervioso estd disperso en el organismo
intercalandose y formando una red de comunicaciones gque
constituye el Sistema Nervioso (SN). Anatdémicamente, este
sistema se divide en Sistema Nervioso Central (SNC), formado
por el encéfalo y la médula espinal y el Sistema Nervioso
Periférico (SNP), estructurado por nervios y pequeiios
agregados de c¢élulas nerviosas que se denominan ganglios
nerviosos (1). El tejido nervioso se forma por dos
componentes principales: las células neuronales y varios tipos
de células de la glia o la neuroglia, las cuales ademéds de
participar en la actividad neuronal, también participan en la
defensa del tejido nervioso. La néurona constituye la uﬂidad
morfolégica y funcional del SN (2), cada neurona posee un
cuerpo celular, que contiene un nucleo, del cual parten
prolongaciones, tales como: las dendritas, cuya funcién es
recibir los estimulos el medio ambiente, de <células
epiteliales sensoriales o de otras neuronas; y el axédn gue
consituye una prolongacién uUnica especializada en 1la
conduccidén de impulsos nerviosos que transmiten la informacién
de una neurona a otra célula nerviosa, muscular o glandular
(1) (Fig.1l).

Anatomia y fisiologia del hipocampo

La formacidn hipocampica se constituye por el arquipalio
que corresponde a la corteza filcgenéticamente mds primitiva.
El hipocampo que debe su nombre a su semejanza con un caballo
de mar, es la parte de la formacién hipocémpica que gqueda
situada en el piso y pared medial de la prolongacién temporal
del ventriculo lateral. Presenta tres zonas: el giro dentado
(vecino a la cisura coroidea), el Asta de Rmmon (intermedia)
y el subiculo ({(contiguoc al neopalio). Posee una corteza
trilaminar muy primitiva a nivel del giro dentado y del Asta
de Ammon, pero en el subiculum hay una zona transicional hacia

la corteza neopalial de seis capas (3).



Conexiones aferentes del hipocampo

El hipocampo recibe impulsos del &rea entorrinal, de la
regién septal, del cingulo y del lado opuesto del hipocampo.
La corteza entorrinal es la principal fuente de fibras
aferentes hacia el hipocampo, al cual llegan a través de la
via perforante. Las aferencias provenientes de la regidén
septal forman parte del férnix. En tanto que las que proceden
del hipocampo‘opuesto pasan a la fimbria y después cruzan la

linea media por la comisura hipocampica (3} (Fig.2).

Conexiones eferentes del hipocampo

El hipocampo descarga sus impulsos a través del férnix,
que estd formado por los axones de las células piramidales y
en pequefia proporcidn por los de células situadas en la fascia
dentada. Al llegar a la porcidén caudal del hipocampo, la mayor
parte de las fibras de 1la fimbria pasan a las columnas
posteriores del férnix en donde un pequefio numero cruza en la
comisura hipocémpica y otras alcanzan la superficie dorsal del
cuerpo calloso donde se incorporan a las estrias mediales y
laterales y forman el fornix principal. A través de la fimbria
y el foéornix, el hipocampo envia impulsos a los nicleos de la
regién septal, al drea predéptica y a los nucleos anteriores
del hipotélamo {(componente precomisural), asi como a las éreas
hipotalédmicas ventral y lateral, nilicleo anterior del talamo y
nicleos del cuerpo mamilar {(componente postcomisural) (3).
{Fig.3).

Las complejas relaciones anatémicas del hipocampo
sugleren que interviene en variadas funciocnes en las que
participan diferentes niveles neurales. El hipocampo ha sido
implicado en funciones sensoriales, en la conducta emocional,
en la regulacién visceral y endbcrina, en los procesos de
condicionamiento, asi como en el aprendizaje y en la memoria
ya que se ha reportado que pacientes con lesiones bilaterales
del hipocampo pierden la memoria de los acontecimientos



recientes (3).

Anatomia y fisiologia de la corteza cerebral

La corteza cerebral (CC), misma que embriolégicamente se
deriva del telencéfalo es una capa de sutancia gris que cubre
los hemisferios cerebrales. Su 4rea total se ha calculado
entre 200,000-248,000 mm?> de la cual, un tercio corresponde a
las circunvoluciones y dos se hallan ocultas en la profundidad
de los surcos. El espesor de la corteza varia de 1.4 a 4.5 mm.

En la CC se reconocen seis capas dentro de las cuales se
encuentran los siguientes tipos de células: piramidales,
granulosas, estrelladas, células fusiformes, horizontales de
Cajal, de Martinotti y células especiales como las piramidales
gigantes de Betz {(en al capa V de la corteza motora), las
gigantes de Meynert (en la corteza occipital) y las células
mitrales y de penacho (del bulbo olfatorio) (Fig.4).

La CC recibe fibras aferentes y emite fibras eferentes.
Las fibras aferentes proceden del talamo (talamocorticales),
de regiones corticales del mismo hemisferio (asociacién
intrahemisférica) o del Themisferio del 1lado opuesto
{comisurales) .

Las fibras eferentes que se originan en la CC pueden
terminar en otras regiones de la misma, dentro del hemisferio
opuesto (comisurales), en el mismo hemisferio (asociacién
intrahemisférica) o en niveles subcorticales (fibras de
proyeccién) (3).

La corteza cerebral interviene de manera predominante en
la organizacién de las actividades mentales, que representan
las funciones nerviosas de mds alto nivel, en ella se originan
y se rigen los movimientos voluntarios, ademds la gran rigueza
celular de la corteza y sus posibilidades para establecer una

enorme variedad de conexiones, explican su plasticidad (3).



El Acido -7~ Aminobutirico (GARA)

El GABA es utna de las sutancias neurocactivas més
ampliamente distribuidas en el SNC. Su concentracidn total en
el cerebro es de aproximadamente 2 umol/g de tejido, per lo
que resultar ser al renos dos érdenes de magnitud mayor que la
de otros neurotra-zsmisores como la acetilcolina o las
catecolaminas (4). Z1 GABA no penetra facilmente a través de
la barrera hematoenczfalica, por lo que es dificil incrementar
las concentraciones cerebrales de GABA por administracién
periférica, a menos que se altere la permeabilidad de la
misma. Puede concluirse que de todos los neurotransmisores
conocidos es muy prchable que el GABA sea el mds abundante y
més profundamente distribuido en cuanto a su funcidén sinédptica

(4).

Distribucidn de GABA en el SNC

El GRBR se considera el principal neurotransmisor
inhibitorio del SNC, y en regiones tales como el Hp (5) y 1la
CC (6,7,8), donde tsrminales GABAérgicas estdn presentes de
manera heterdégenea en todas sus capas, aungue en las ratas
parece ser mas equi:tativa la disctribucién de las terminales
en las capas corticales. En la actualidad se conoce dque
Unicamente dos proyecciones axdnicas que conectan una regidn
cerebral a otra utilizan GABA como neurotransmisor, estas son:
las células de Purkizje del cerebelo y sus proyecciones a los
nucleos vestibulares y cerebelosos, y un sistema de neuronas
en el estriado con axones gque Se proyectan a la sustancia
negra.

En las décadas &3 los cincuentas y sesentas se estudié 1la
distribucién del GABA en varias regiones del cerebro de
diferentes especies tales como la rata (9,10), el gato (11},
el mono (12,13) y el humano (14); en donde en general se
encontrdé predominantemente en la materia gris.
Posteriormente, se realizé un estudio de la distribucién del
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GABA en 20 4reas del cerebro del mono Rhesus (15), en donde
los niveles ma&s altos se encontraron en sustancia negra y
globo palido. El hipotdlamo fué la siguiente regidn con mas
alta concentracidn. En resumen, todos estos estudios que se
observan en la tabla 1 concuerdan particularmente en las

regiones de alta y baja concentracién (16}).

Sintesis y degradacién de GABA

La enzima responsable de la sintesis de GABA es la
descarboxilasa del 4cido glutémico (GAD, EC. 4.1.1.15)
(Fig.5), y a diferencia de otras vias metabdélicas que son
multienzimadticas, esta enzima es el Unico paso limitante en la
via biosintética del GABA. La reaccidn catalizada por la GAD
es la descarboxilacién del carboxilo o del acido /glutémico,
quedando directamente como productos el GABA y CO,. El cerebro
de mamiferos contiene 2 isoformas de GAD: GAD,; y GAD,,, ambas
requieren de fosfato de piridoxal como su cofactor y tienen un
peso molecular de 65,400 daltones y 66,600 daltones (Da),
respectivamente (17). Generalmente, se concentran en la
porcidén soluble de las terminales sinadpticas {(sinaptoplasma),
pero en presencia de Ca** y de concentraciones relativamente
altas de cationes monovalentes como el K' se unen a estructuras
membranales. En mamiferos la GAD se encuentra primordialmente
en el SNC y su localizacién se correlaciona bastante bien con
el contenido de GABA (18).

La degradacién metabélica del GABA se lleva a cabo
mediante la actividad de la enzima transaminasa del GABA
{(GABA-T, EC. 2.6.1.19). Esta enzima al igual que la GAD
también se ha purificado del cerebro de varias especies; su
peso molecular es de 109,000 Da y parece estar constituida por
dos subunidades no idénticas, una de 53,000 y la otra de
58,000 Da. Se localiza fundamentalmente en las mitocondrias y
al igual gque la GAD también requiere de fosfato de piridoxal

como cofactor (4).
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Los estudios pioneros del grupo de Waelsch en 19¢0
mostraron la existencia de una compartamentalizacién del
metabolismo del GABA, en donde se conoce que existe un pequefio
depdésito de glutamato en la astroglia y otro en las terminales
nerviosas, que a su vez son el sitio de sintesis del GABA. EZl
GABA captado por la astroglia se transamina por la GABA-T para
sintetizar glutamato, que a su vez se utiliza por la enzima
glutamino sintetasa para formar glutamina, la cual puede ser
transportada a las terminales sindpticas en donde mediante la
accién de la glutaminasa se transforma nuevamente en

glutamato, precursor de la sintesis del GABA (4).

El1 GABA como neurotransmisor

Un criterio importante para considerar a una sustancia
como neurotransmisor es el hecho de que sea liberado de las
terminales nerviosas como resultado de la estimulacién
presindptica. En diversas preparaciones experimentales del
SNC, tanto in vivo como In vitro, se ha demostrado gque el GARA
se libera de las terminales sindpticas por estimulacién de las
fibras aferentes o por despolarizacidén producida por una alta
concentracién de K' en el medio, y que la liberacién depende
de la presencia de Ca® (4). Los iones Ca® entran a la terminal
siguiendo su gradiente de concentracién, lo que facilita la
unién de la membrana vesicular con la membrana de la terminal
sindptica activandose los mecanismos responsables de 1la
liberacidén del neurotransmisor (19).

La existencia de un mecanismo de eliminacién del
neurotransmisor del espacio intersindptico es otro de los
criterios aceptados para identificar una sustancia como tal;
para el GABA este mecanismo consiste en una recaptura del
transmisor hacia la propia terminal sindptica, a través de un
proceso que requiere de Na” y Cl™ y que es de alta afinidad (Km
del orden de 10-40 uM) y otro de baja afinidad en el que
participan las células gliales (Km aprox. 300uM). (4).
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Por ultimo, existe otro criterio que es el de identidad,
el cual <e relaciona con la presencia de receptores
postsindpticos. El1 GABA ejerce sus acciones fisioldgicas en
dos clases de receptores, designados como GABA; y GABA, (20).
El receptor GABA; se encuentra en la membrana postsindptica y
su activacién puede describirse como ionotrépica, debido a que
permite la entrada de iones Cl™ a través de un canal acoplado
al receptor, lo que conduce a la hiperpolarizacién de la
membrana. Ademds, este receptor presenta sitios de unién a
benzodiacepinas, barbituratos y convulsionantes que pueden
regular su activacién. El1 receptor GABA, se localiza en la
terminal nerviosa presindptica y regula la salida de otros
neurotransmisores como la norepinefrina, dopamina, glutamato
y serofonina, a través de la activacién de canales para Ca” y

K' acoplados al receptor (21).



ANTECEDENTES
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Durante centurias, los chinos han utilizado el extracto
de una alga marina {(Laminariae japonicum) como un aditivo en
la comida con el objeto de aumentar su sabor. En 1910, el
acido glutémico se establecid como el agente responsable de
este efecto en la comida (22).

El glutamato (Glu) es un amino&cido no esencial que no
atraviesa la barrera hemtoencefdlica y las evidencias
recopiladas desde los afios setentes indican que el Glu es el
principal neurotransmisor que media le la transmisidn
sindptica excitatoria en el SNC de mamiferos activando cancles
iénicos (23,24). Su distribucidn es ubicua en el SNC y ocupa
una posicién central en el metabolismo del cerebro en donde es
precursor de un importante neurotransmisor inhibitorio, el
GABA. En el SNC de mamiferos el Glu se localize principalmente
en interneuronas corticales (25,26), en las aferencias
corticales hacia el cuerpo estriado (27,28), en la capa
molecular del giro dentado (29,30} y en las fibras musgosas
del hipocampo (31).

E]l interés por el estudio del Glu en el SN se incrementd
en forma significativa debido a las observaciones de su efecto
téxico sobre las neuronas al acumularse en el espacio
sinédptico, lo gue sucede por ejemplo, er condiciones de
hipoxia~-isquemia (32) y de epilepsia focal experimental (323).

Las primeras observaciones de la toxicidad del Glu se
realizaron en 1957, cuando Luces y Newhouse ({34) estudiando
los posibles efectos terapéuticos del Glu en una forme de
degeneracién retinal Thereditario en ratas neonatales,
encontraron que contrario a lo gque esperaban, el Glu provocaba
la degeneracién aguda irreversible de las neuronas de las
capas internas de laz retina después de su administracién
parenteral. Estudios posteriores (35) revelaron que no sélo la
retina, sino también el nucleo arcuato hipotalémico y otras
areas circunventriculares (dreas sin barrera hematoencefalica)

son particularmente vuinerables & los efectos téxicos del Glu
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administrado sistémicamente en los roedores neonatales (38).
Por lo que se ha propuesto que la excesiva exposicidn de
células nerviosas a amincacidos excitatorios puede conducir a
un dafio irreversible y finalmente a la muerte celular (37!.
Dado que las propiedades neurotdxicas de estos aminodcides
estadn relacionadas con su capacidad para despolarizar ¥
excitar a las neuronas, este tipo de dafioc celular se conoce
como dafio celular excitotéxico (38), cuyo mecanismo ha side
extensamente estudiado durante los ultimos afics.

Los receptores postsindpticos a Glu se clasifican en dcs
tipos generales: ionotrdépicos y metabotrdépicos (Fig.6). Lcs
receptores ionotrépicos se clasifican con base a estudics
farmacolégices en: 1l)tiro N-metil-D-aspartato (NMDA) y 2)tipo
no-NMDA, que a su vez se dividen en tipo Acido Kainico (AKX} v
tipo Acido quiscualico (AQ) ¢ 3-amino-4-hidroxi-5-metil
isooxazol (AMPA) (39), cuya activacidén estd relacionada con 12
apertura de canales iénicos permeables a diferentes cationes.
2or otra parte la activacidén de los receptores metabotrépiccs
receptor a Glu estd relacionada con la produccidén de segundcs
mensajeros (metabolismo de los fosfatidilinositésidos) (40} .

La activacién excesiva de los diferentes subtipos de
receptores a aminoacidos excitatorios (Glu) puede iniciar urna
cascada de eventos intracelulares provocando. dafio neuronal
durante su desarrolleo (41,42,43) y en el cerebro adulto
{44,45) .

Los mecanismos de neurotoxicidad puede dividirse en dcs
etapas distintas de acuerdo con numerosos estudios in vitro
(46,47). La primera, incluye la despolarizacién de la membrana
neurcnal, el influjo de Na' seguido por un influjo pasive
secundario de Cl” y H.0, la reduccién significativa de lcs
niveles de ATP y la generacidén de una inflamacién neuronz’
subsecuente. La segunda fase estd caracterizada por un influi2
excesivo de Ca®" principalmente a través de la activacién del

receptor/canal NMDA; la activacién de sistemas de segundcs
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mensajeros; la movilizacién de depbésitos internos de Ca™; la
activacién de lipasas y proteasas; la generacidn de &cidos
grasos y radicales libres; la disfuncién mitocondrial y el
agotamiento de almacenes de energia (46,47) . Estas
alteraciones celulares conducen a la destruccién del
citoesqueleto neuronal, de componentes de la membrana Yy
finalmente a la muerte neuronal (Fig.7).

Diversos estudios sugieren que la neurotransmisién puede
ser transformada por el establecimiento de enfermedades
neuroldgicas, colectivamente referidas como enfermedades
degenerativas, cuya caracteristica principal es producir una
disminucién neuronal selectiva. Esto se muestra atractive, al
considerar dque la neurotoxicidad de 1los aminoacidos
excitatorios endégenos podria estar involucrada en algunas de
estas enfermedades, sin embargo, en la mayoria de los casos no
existen evidencias directas. Diversas modificaciones en los
diferentes sistemas de neurotransmisién estédn asociadas con
alteraciones neuroldgicas (48-51). Asi, se han cbservado
cambios significativos en la citoarquitectura cerebral en las
disfunciones neurolégicas de Alzheimer (52), Huntington (53),
epilepsia (54) y Parkinson (55). Estos cembios pueden
involucrar la disminucién de neuronas particuleares,
reducciones en la arborizacidén dendritica y la formacién de
elementos extrafios tales como marafias neurofibrilares y placas
amiloides (56). En la enfermedad de Alzheimer las neuronas
colinérgicas del cerebro anterior basal (57) y neurcnas
piramidales del hipocampo (58) son vulnerables, ésta
enfermedad se caracteriza histopatolégicamente por muerte
celular neuronal y lz acumulacidén de maranas neurofibrilares
y placas neuriticas en la corteza cerebral y en el hipocampo
(59). En la enfermedad de Parkinson 1las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra se pierden (60), en estos
casos se ve una extensa degeneracién del globo péalido, la
sustancia negra y la corteza (61). La enfermedad de Huntington

es un transtorno hereditario del SNC caracterizado por la
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aparicién durante la vida adulta de movimientos coreiformes y
demencia de naturaleza progresiva, asociados con la
degeneracién de neuronas estriatales (53). En estudios
realizados en el cuerpo estriado de pacientes fallecidos a
consecuencia de la enferemedad de Huntington se ha encontrado
un agotamiento selectivo de GABA Yy su enzima sintetizadera
GAD, asi como una disminucién de la actividad de la enzima
sintetizadora de la acetilcolina 1a colina cetiltransferasa
(CAT) (62). En la enfermedad de Alzheimer y en la epilepsia
hay reduccién en la extensioén de arporizacidén dendritica de
neuronas piramidales hipocampales (34,63).

Diversos estudios realizados en nuestro laboratorio sobre
la caracterizacién de la influencia del glutamato monosédico
(GMS) en el desarrollo del sistema colinérgico de la rata
sugieren en su conjunto que las neuronas colinérgicas no son
el unico blanco del dafio celular inducido por Glu. Lo que
sugiere que también las células GABAérgicas podrian ser
susceptibles al efecto citotdxico del Glu (64), ya que tanto
las neuronas colinérgicas como las GABAérgicas han demostrado
ser las més vulnerables en la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas que se mencionaron antericrmente. Por lo
que el presente trabajc se disefid vara determinar el efecto
que tiene 1la administracién perinatal de Glu como sal
monosddica sobre la neurotransmisién de las neuronas
GABAérgicas en diferentes regiones del cerebro con innervacién

glutamatérgica durante el desarrollo postnatal de la rata.
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Si las células CGaBAégicas son vulnerables al efectc
neurocitotéxico ejercido por el Glu, luego entonces la
administracién perinatal de Glu reducirad la-liberacién de GRBA
en regiones del SNC con innervacién Glutamatérgica durante el

desarrollo postnatal de la rata.



OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la liberacién de GABA en neuronas de ratas

tratadas perinatalmente con glutamato.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.~ Determinar la liberacidén de GABA en rebanadas de
tejido de corteza cerebral e hipocampo en diferentes edades
(14, 21, 30 y 60) de ratas en condiciones normales (grupo

Intacto)

2.~ Determinar la liberacidén de GARBA en rebanadas de
tejido de corteza cerebral e hipocampo en diferentes edades
(14, 21, 30 y 60) de ratas tratadas perinatalmente con una
solucién de cloruro de sodio equimolar al glutamato (grupo

Testigo).

3.- Determinar la liberacién de GABA en rebanadas de
tejido de corteza cerebral e hipocampo en diferentes edades
(14, 21, 30 y 60) de ratas tratadas perinatalmente con

glutamato (grupo Experimental).



MATERIAL Y
METODOS
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Para el desarrollo de este zrabajo se utilizaron ratas
macho recién nacidas de 1la cera Wistar, las cuales se 
mantuvieron en condiciones de bicierio, esto es, con accsaso
libre al agua y a la alimentacidn, ciclos de luz-oscuridad de

neo

12:12 horas, humedad relativa de 45% y temperatura de 25°C

constante.

Tratamiento y Formacién de Grupos

Los animales utilizados se dividieron en tres grupcs:

GRUPO I.- Animales intactos, es decir, sin tratamiento
alguno. Este grupo se tomdé como grupo intacto.

GRUPO II.- A estos animales se les administrd por via
subcutdnea una solucién de NaCl ecuimolar a la de GMS a dosis
de 1.38 mg por gramo de peso a los dias postnatales 1,3,5 v 7,
haciendo un total de cuatro adminisftraciones a cada animal.
Zstos animales conformaron el gruco testigo.

GRUPO III.- En éste se les acministrd a los animales por
via subcutdnaea GMS a dosis de £ mg/g de peso en los dias
vostnatales 1,3,5 y 7 de acuerdo zl1 modelo descrito por Dada
v col.(65); y Clough y col.(66). Este grupo sSe considerdé <cmo
experimental.

Los animales de los tres grurcs fueron sacrificados a la
edad de 14, 21, 30 y 60 dias de edad.

Obtencidn del Tejido

Una vez que los animales cumplieron la edad
preestablecida fueron sacrificades por decapitacidén y sus
cerebros fueron inmediatamente removidos para disectar la
corteza frontal (CC) y el hipocampo (Hp), todo ello a 4°C
manteniendo humedo el tejido con una solucidén de sacarosa 0.32
M. Los tejidos obtenidos se cortaron en rebanadas y se pesaron
en una “balanza analitica para rsalizar los experimentos de

liberacién.
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Experimentos de Liberacién

Los experimentos de liberacién se realizaron de acuerdo
a reportes previos de nuestro lzboratorio (67). Brevemente
consistieron en lo siguiente: las rebanadas del tejido (25 mg)
se transfirieron a un bafio Maria a 37°C y se preincubaron
durante 10 min en un medio Krebs-bicarbonato que ademés
contenia &cido aminooxiacético (10uM), después se les adiciond
10ul de GEBA-[°H] (10uM) y la incubacién se prolongdé 20 min
méds. Al término de este tiempo las rebanadas de tejido se
depositaron en un sistema de perfusibédn Brandel y se hicieron
dos lavados con medio Krebs-bicarbonato; el primer lavado se
realizé a velocidad répida (1.2 ml/min) durante 5 min,
mientras que el segundo lavado se realizd a velocidad normal
(0.5 ml/min) con el mismo medio y por el mismo lapso. Una vez
concluidos 1los lavados se procedidé a la recoleceiédn de
fracciones, haciendo un total de 10 fracciones por cada via
con una duracién de 5 min por fraccién y con un flujo de 0.5
ml/min.

Para cada regién se utilizzron dos vias: una de ellas
para determinar la liberacién besal de GABA, en donde al
tejido recibié medio Krebs-bicarbonato (3 mM de K} durante el
transcurso de todas las colectas; a la otra via se le aplicd
un estimulc con alta concentracién de potasio (53 mM) a partir
de la cuarta fraccién hasta la octava.

Al finalizar las tomas se adiciondé 5 ml de liquido de
centelleo (BECKMAN: Ready Safe (cocktail)) y se cuantificd la
radiactividzad en un contador de centelleo liquido (BECKMAN L-
S-6000 SE) en donde los resultados se expresan en
desintegraciones por minuto {DPM) . Posteriormente, se
realizaron los c&lculos correspondientes para expresar los
resultados en porcentaje del transmisor liberado respecto a la

cantidad total de radiactividad incorporada por el tejido.
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El porcentaje de transmisor liberado se determind

acuerdo a la siguiente férmula:

radiactividad incorporada
= LIBERACION = X 100
radiactividad total

Es importante mencionar que los experimentos de los
grupos experimental, testigo e intacto se corriercn
paralelamente.

Los resultados obtenidos se procesaron mediante la prueba
de andlisis de varianza ANOVA y se expresaron como el promedio
de 4 a 6 exverimentos realizados * desviacidén estdndar de la

media.
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v

HIPOCAMPO
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EXPERIMENTOS DE LIBERACION

DE GABA [CH]

v

% DE LIBERACION




RESULTADOS



Corteza Cerebral

Los resultados muestran que el tratamiento perinatal de
Glu indujo una importante reduccién en la liberacién
astimulada de GABA en la corteza cerebral a los 14,21 = 30
dias de edad (Fig. 8, & y 10 respectivamente) comparadc zon
10s grupos intacto y testzigo con solucién de NaCl equimolar al
Glu, mientras gque a lcs 60 dias de edad el Glu produj:z un
incremento significativo en la liberacién estimulada del ZABA
raspecto al grupo testigo (Fig. 11). Sin embargo, el
~ratamiento con la solucién de NaCl equimolar al Glu también
redujo significativamente la liberacidén estimulada de G233 a
los 14 y 21 dias en comparacién con el grupo intacto (Figz. 8
¥y 9 respectivamente).

Con el propdésito cde realizar una anadlisis con el rzyor
detalle pcsible se hizo una comparacién entre la méxima
liberacién obtenida en los tres grupos y en todas las ecades
estudiadas, para lo cual se tombé el valor promedio dz la
liberacién estimulada correspondiente a la fraccidén numero 6
v se graficé como sobreflujo considerando la liberacién Lkzsal
como 0%. En este serntido, 1los resultados muestran una
liberacidn estimulada constante de GABA en el grupo intacto a
io largo del desarrollc hasta la fase adulta (Fig. 12). Sin
embrago, se observa que la liberacidén estimulada de GAB2 del
grupo tratado con NaCl se redujo significativamente a lcs 14
y 21 dias postnatales (35% y 43% respectivamente) comparado
con el grupo intacto, reduccién que no trasciende a eczdes
posteriores de los 30 dias (Fig. 12). Mientras que en el grupo
experimental se observd wuna importante reduccién en la
liberacién estimulada de GABA a los 14, 21 y 30 dias
postnatales de un 66, 75 y 24% respecto al grupo intacto, v un
47, 57 y 24% respecto al grupo tratado con NaCl. Sin embargo,
a la edad adulta 1la liberacién estimulada de GABZ se

incrementd significativamente en un 35 y 41% respecto a los
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grupos intacto y tratado con NaCl (Fig. 12).

Hipocampo

Los datos muestran que el tratamiento con Glu indujo una
reduccién significativa en la liberacién estimulada de GABR en
el hipocampo a los 14, 21 y 60 dias de edad postnatal respecto
a los grupos testigo (Fig. 13, 14 y 16 respectivamente). Sin
embrago, a los 30 dias no se observd diferencia
estadisticemente significativa entre niguno de los grupos
estudiados. Asimismo, el tratamiento con la solucidn de KaCl
equimolar al Glu redujo la liberacién estimulada de GABA a los
14 y 21 dias postnatales respecto al grupo intacto (Fig. 13 y
14 respectivamente), mientras que a los 30 y 60 dias de edad
no existe diferencia significativa respecto al grupo testigo
{(intacto) (Fig. 15 y 16 respectivamente).

Al igual gque para la regidén anterior, se elabord un
andlisis de sobreflujo en relacién a las diferentes edades
estudiadas en los tres diferentes grupos. En los resultados se
observa que la liberacién estimulada de GABA se recdujo
significativamente en el grupo tratado perinatalmente con XzCl
a los 14 y 21 dias ©postantales en un 78% y £73%
respectivamente, reduccién que no se presenta a edades
posteriores a los 30 dias-(Fig. i7). Sin embargo, el grupo
tratado perintalmente con Glu mostrd una reduccidn
significativa en la liberacién estimulada de GABA a los 14, 21
y 60 dias postnatales de un 99%, 68% y 83% respectivamente,
mientras que a los 30 dias postnztales no existe diferencia

respecto a los grupos intacto y testigo (Fig. 17).



DISCUSION
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Diversos estudics demuestran que el GABA es el principal
neurotransmisor inhibitorio en el hipocampo (68) y la corteza
cerebral (6,7,8) en donde los mecanismos 1inhibitorios
GABAérgicos y el desarrollo postnatal de los procesos gque
dependen de ellos sufren significativas alteraciones.

Desde la identificacidén del GEABA como un neurotransmisor,
hace més de 40 afios, existen evidencias que relacionan
alteraciones en su actividad con la excitabilidad nervicsa;
asi las manipulaciones que interfieren con los procesos
GRBAérgicos pueden inducir crisis convulsivas (69).

Una de las herrazmientas més utilizadas en los ultimos
aflos para conocer los mecanismos involucrados en diversos
padecimientos neurodecenerativos ha sido el uso de diferentes
neurotoxinas, entre ellas los amincédcidos excitatorios, tzles
como el Glu (70,71,72). En el presente trabajo se buscd
determinar el efectc neurotdxice del Glu administrado en
edades tempranas sobre el sistema GABAérgico durante el
desarrollo.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una
liberacidén basal de GEBA constante tanto en corteza cerebral
(CC) como en hipocampo (Hp) durante el desarrollo postnatal
(14, 21 , 30 y 60 dias) para todos los grupos. En vista de gue
se ha demostrado aque las sinepsis inhibitorias maduran
gradualmente en el primer mes postnatal (73) y sbélo raramente
después de la tercerez semana pcstnatal, probablemente se
esperaria una menor liberacién besal de GABA en las primeras
edades analizadas, sin embargc, estudios realizados en
rebanadas de neocorteze en ratas recién nacidas demuestrarn la
presencia de eventos inhibitorios tempranos, lo que sugiere
una liberacién ténice no sinaptice de GABA antes de que los
potenciales postsinépticos inhibitorios se puedan detectar
(74,75) . Esto permite proponer que el GABA puede tener una
funcién no transmisocra importante en etapas tempranas del

desarrollo (76). Sirn embargo, en la corteza wvisual vy
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somatosenscrial de ratas Jjbévenes existen resultados que
indican que el sistema inhibitorio es funcional en las dos
primeras semanas postnatales (77).

Por otro lado, los resultados indican que la
administracién perinatal de Glu 1induce una reduccién
significativa en la liberacién estimulada de GABA a los 4 y
21 dias en ambas regiones de estudio (CC y Hp), asi como a los
30 dias en la CC, esto posiblementes como un reflejo del Zafio
inducido rvor la administracién perinatal de Glu. En 3aste
sentido, diversos estudios muestran que la administracién
postnatal de Glu durante la primera semana de edad realmente
ejerce efectos citotdxicos sobre diversos tipos de neuronas,
por lo que se propone que en etapas tempranas del desarrcllo
existe mayer susceptibilidad al dafo inducido por Glu (78),
esto posiblsmente debido a que los sistemas de recaptura zara
el Glu, nc estdn completamente desarrollados y a que la
barrera heratoencefdlica no se esti completamente establecida
(64), ya gue la administracién de Glu a las mismas dosis en
animales adultos no tiene los mismos efectos. -

Nuestros resultados indican que las neuronas del sistema
GABAérgico son susceptibles al dafio excitotéxico inducido nor
Glu. El tratamiento con aminocdcidos excitatorios puede inducir
variaciones en la expresién de subunidades que constituyen los
receptores a Glu (79), esto puede traer como consecuencia, una
mayor versatilidad en las subunidades que constituyen a los
receptores <2 Glu lo cual podria ée: un factor adicional gara
la vulnerapilidad de algunas neuronas GABAérgicas del SNC
(79) . '

Trabaics recientes realizados en nuestro laboratocrio
apoyan la idea de que el SNC es susceptible al efecto téxico
inducido pcr el Glu cuando se administra durante la prirmera
semana postnatal, ya que histolégicamente se observa que el
Glu induce Zafio neuronal en etapas gque comprenden desde los 14
a los 30 dias postnatales en la corteza cerebral y en el

hipocampo (%4}, asi como una reduccién en la actividad de la



30

CAT (80), lo que implica qgue no sélo el sistema GABAérgicoc es
susceptible al efecto neurotdxico del Glu, sino también el
Colinérgico.

En las edades de 30 dias para Hp y 60 dias para CC se
observd un incremento en la liberacidén estimulada de GABA en
el grupo tratado perinestalmente con Glu, lo gque podria indicar
el desarrollo de mecanismos compensatorios como parte del
fendémeno de plasticidad neuronal para reestablecer el sistema
GABAérgico, ademés, esto sugiere que posiblemente las neuronas
GABRérgicas no danadas por el efecto inducido por el Glu
podrian incrementar su eficiencia para sustituir a las
neuronas afectadas. Lo anterior se apoya con estudios en los
que se ha propuesto (8l) que aun cuando los circuitos
interneuronales se establecen, la eficiencia de ciertas
conexiones no estéd conpletamente determinada sino que depende
de su actividad, lo cue predice que cierta clase de sinapsis
seria capaz de modificar sus propiedades como resultadc de
cambios en su actividad. Al considerar la naturalezez del
cambio en la eficiencia, los fendmenos pueden rresentarse como
un decaimiento en la actividad sinaptica o una facilitacién de
la misma; ademds, si se considera la temporalidad con la que
se desarrollan los procesos plésticos y su duracién une vez
que se establecen, estos pueden ser de corto o largo plazec, lo
gque posiblemente explique la reduccién en la liberacidén
estimulada de GABA a los 60 dias en el Hp, después de haber
observado una recuperacién a los 30 dias, lo que indica que
posiblemente esta manifestacidén sez parte de un proceso
plastico de corto plazo.

Las células glisles también podrian estar implicadas en
el desarrollo de la plasticidad neuronal, por ejemplo los
astrocitos poseen un mecanismo de recaptura que pernite
inactivar o remover el Glu del espacic intersindptico (82), lo
que indica que tieren una funcidén fundamental en el
mantenimiento de la concentracién extracelular del Glu, ademas

de gue se ha encontradc que estas células son particularmente
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eficientes en areas del cerebro con un alto nivel de actividad
glutamatérgica (83) como lo son la corteza cerebral vy el
hipocampo.

Ademds, los resultados muestran que el tratamiento
perinatal de NaCl a una concentracién equimolar al Glu reduce
la liberacién estimulada de GABA a los 14 y 21 dias en ambas
regiones estudiadas; estos resultados son similares a los que
se reportan en otros estudios realizados en nuestro
laboratorio en donde se muestra que el NaCl disminuye la
actividad de la CAT a los 60 dias en la corteza cerebral
{resultados no publicados), lo anterior sugiere que el NaCl
puede tener un efecto hipertdénico temporal sobre las células
GABAégicas en etapas tempranas del desarrollo, ya que en
edades posteriores a los 30 dias este efecto no se manifiesta
en la liberacidn estimulada de GABA.

Finalwente, es necesario continuar con experimentocs
adicionales que permitan esclarecer aun mds los mecanismos
implicados en el efecto téxico del Glu sobre las células
GRBAérgicas, dentro de los cuales es de vital importancia la
activacién de ciertos subtipos de receptores a Glu, por lo que
se hace necesario la realizacién de estudios farmacoldgicos y
de Dbiologia molecular tanto iIin vivo como In vitro, para
conocer que subtipos de receptores a Glu estan implicados en
el proceso neurodegenerativo, asi como sus caracteristicas y
localizacién preferencial en ciertas neuronas, como las
GABAérgicas. Ademds, es necesario indicar que sdlo un
conocimiento mas completo y preciso de la accidén sindptica del
GABA tales como la relacién entre su metabolismo y liberacién,
entre otros, permitira establecer con claridad la
participacidén del GABRA en las alteraciones neurolégicas en las

que parece estar involucrado.



CONCLUSIONES
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La administracidn perinatal de Glu por via subcuténea a
la desis de 4 mg/gr de peso reduce la liberacién
estimulada de GARA a los 14 y 21 dias de edad en la

corteza cerbral y en el hipocampo.

El efacto neurotdéxico ejercido por el Glu sobre células
GABAérgicas de la corteza cerebral parece ser tempcral,
ya que a partir de los 30 dias se observd una tendencia
hacia la recuperacién en la liberacién estimulada ds

GABA.

La recuperacién de la liberacidén estimulada de GARA en
el hipocampo a los 30 dias de edad represanta
probarlemente un mecanismo de plasticidad de corto pizazo,

pues a los 60 dias se reduce nuevamente.

La solucién de NaCl equimolar al Glu reduce la liberacién
estimulada de "GABA a los 14 y 21 dias de edad ern la
corteza cerebral y en el hipocampo, se considera que el
NaCl ejerce un efecto temporal de tipov hiperténico score

las neuronas GABAérgicas.

Los resultados indican que los primeros 21 dias de =dad
postnatal constituyen una etapa critica en el desarrollo
del cerebro de la rata en el que las células GABAérg:izas

son vulnerables al efecto excitotdéxico del Glu.
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FIGURA 1
SIMPLIFICACION SISTEMATICA DE LA SINAPSIS Y SU INTERACCION
CON ELEMENTOS GLIALES

El tejido nervicoso estd constituido principalmente por
las células neuronales y por células gliales tales comoc los
astrecitos (A} y los oiigodendrocitos (O0).

Cada neurona posee un cuerpo celular o soma (S0) que
contiene un nucleo (N)}; del soma parten prolcngaciones tales
como las dendritas (D) y el axén (X}). Tanto en las dendritas
como en el axdn se proyectan pequefios bastones terminales de
otras fibras nerviosas gue contienen vesiculas sinédpticas (V)

constituyendo asi la sinapsis {S) neuronal.
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TABLA 1. DISTRIBUCION REGIONAL DEL GABA

Combinacién de putamen y caudado

V]

o Ensayo en télamo completo

c Combinacién de globo palido y putamen

Los datos rerpesentan los valores medios expresados en
umol/g de cerebro. Los errores de la media no se enlistan pero
vueden encontrarse en las publicaciones originales. La figura
en el paréntesis debajo de cada especie indica el numero de
animales estudiados. Los datos del mono fueron obtenides de
Fahn y col. (1968); los de conejo, rata, cobayo y babuino de
Ckada y col. (1971); los datos para el humano fueron obtenidos

de Perry y col. (1971).



Regidén cerebral Rhesus Conejo Rata Cobayo Bazbuino Humano

(4) (5) (35) (5) (2) (5)
SUSTANCIA NEGRA 9.70 8.50 10.07 9.69 9.63 5.31
GLOBO PALIDO 9.45 6.43 7.€7 8.17 §.85 5.69,
HIPOTALAMO 6.1¢ 5.33 7.€2 5.67 4.48 3.72
COLICULO INFERIOR 4.70 3.06 5.06 4.73 5.40 --
NUCLEO DENTADO 4.30 4.09 - -- 4.80 -
COLICULO SUPERIOR 4.1°8 4.93 7.7 4.59 - -
PERIACUEDUCTAL 4.02 - -- -- -- -=
NUCLEO OCULOMOTOR -- 4.52 - - -- -
PUTAMEN 3.62 3.48 3.58, 2.91, -- -
TEGMENTO PONTINO 3.34 1.82 3.34 -2.95 4.08 --
NUCLEO CAUDADC 3.20 -- 3.58, 2.91, -- 3.03
TALAMO MEDIO 3.00 -= 4,18, -- 3.53 2.52,
NUCLEO HIPOGLOSO -- 3.25 - -= - --
AMIGDALA - - - - - 2.47
HIPOCAMPO --= 2.39 3.5 2.67 2.77 --
TALAMO LATERAL 2.68 2.30 -- -~ - --
CORTEZA OCCIPITAL 2.68 -- -- - -- 2.32
TALAMO ANTERIOR 2.50 -- -- - -- --
TEGMENTO MEDULAR 2.27 2.76 2.1t 2.29 - -
NUCL.OLIVAER INF. 2.2°% - -- - -- --
CORTEZA TEMPORAL - -- -- -= -- 2.14
CORTEZA FRONTAL 2.10 2.10 2.8¢ 2.61 Z.39 2.09
CORTEZA MOTORA 2.0¢9 -- -- -— -- -
CORTEZA CEREBELAR 2.03 1.80 3.0 2.48 2.14 2.33
MED.ESPINAL GRIS -- 1.91 1.92 - -— -
NUCLEO ROJO - - - -= -- 1.86

MATERIA BLANCA 0.31 0.75 0.%¢ -= -- 0.26
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FIGURA 2
DIAGRAMA ZSQUEMATICO QUE MUESTRA LAS AFERENCIAS DEL HIPCCAMPO

El hipocampo recibe impulsos:
D2l &rea entorrinal (AE)
Pe la regidén septal (RS)
Del cingulo (C)

E R S
- = o~ o~

Pel hipocampo del lado opuesto (HO)
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FIGURA 3
DIAGREMA ESQUEMATICO QUE MUESTRA LAS EFERENCIAS DEL
HIPOCAMPO

A través del fornix el hipocampo envia impulsos:
1) A los nucleos de la regién septal (NRS)
2) Al Airea predptica (APO)

3) A las areas hipotaldmicas ventral y lateral (AHT:

4) Al ntcleo anterior del talamo (NAT)

5) Nt¢cleos del cuerpo mamilar (NCM)
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FIGURA 4

DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LAS CAPAS Y CELULAS CORTICALES

I
II
II1

CAPA MOLECULAR (CM)
CAPA GRANULAR EXTERNA (CGE)
CAPA DE CELULAS PIRAMIDALES (CCP)
CAPA GRANULAR INTERNA (CGI)
CAPA GANGLIONAR (CG)

CAPA POLIMORFICA (CP)

CELULA HORIZONTAL

CELULA ESTRELLADA

CELULA FUSIFORME

CELULA DE MARTINOTTI

CELULA PIRAMIDAL

CELULA DE BETZ
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FIGURA 5

DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA NEUROTRANSMISICN GABAérgica

ENZIMAS:

4.-

6.-
7.~
8.~

Descarboxilasa del Acido Glutamico (GAD).
B) Transaminasa del Acido Glutamico (GABA-T).
C) Glutamino sintestasa.
D

) Glutaminasa.

Sirntesis de GABA

Liberacién de GABA dependiznte de Ca* .
Interaccidén con el recepter de la memtrana
postsinéptica.

Captura de GABA por células gliales.

Captura de GABA por la terminal presiniptica.
Conversidén de glutamato a glutamina (Gln).
Liberacidén y captura de glutamina.

Sintesis de Glutamato.
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FIGURA

ESQUEMAS TZ LOS PRINCIPALES TIPOS DE RECEPTORES A GLUTAMATO
EN EL STSTEMA NERVIOSO CENTRAL DE MAMIFEROS
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FIGURA 7
DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS MECANISMOS QUE CONTRIBUYEN A IA
NEUROTOXICIDAD DE LOS AMINCACIDOS EXCITATORIOS

El proceso de neurotoxicidad se da en dos etapas:

A) La primera involucra la despolarizacién ds las membrznas
neuronales, seguido por un influjo de Na~ y Cl°, asi como la
inflamacidén neuronal subsecuente.

B) La segunda etapa se caracteriza por el influjo excesivo de
Ca** principalmente a través de 1los receptores NMDA, la
activacién de proteasas, lipasas, generacién de acidos grasos,
de radicales libres y disfuncidén mitocondrial que finalmeante

conducen al dafio neurcnal.
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FIGURA No.8
LIBERACION DE GABA-{3"] EN CORTEZA CEREBRAL A LOS 14 DIx3
DE EDAD POSTNATAL

La grafica muestra el efecto de la estimulacién cca K-
sobre la liperacidén Za GABA-[°H] en animales tratados con Z2MS,
SENaCl e intactos. La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la orderada el porcentaje de likeracién de GABAR-
[3%]. Los resultados muestran la media + la desvizaczidén
estdndar de 4 experimentos <c¢on animales intactos, 4

experimentos con NaCl y 6 experimentos con GMS.
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FIGURA No.9
LIBERACICON DE GABA-(3"] EN CORTEZA CEREBRAL A LOS 21 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

La grafica muestra el efectoc de la estimulacién cza K
sobre la liberacién de GABA-[3"] en animales tratados con GMS,
SENaCl e intactos. La abcisa representa el no. de fraczién
colectada y la ordenada el porcentaje de liberacién de GABA-
[3%]. Los resultados muestran la media + la desvizczién
estandar de 4 experimentos con animales intactos, 4

experimentos con NaCl y 5 experimentos con GMS.
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FIGURA No.10
LIBERARCICN DE GABA-([3"] EN CORTEZA CEREBRAL A LOS 30 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

Lz grafica muestra el efecto de la estimulacién con K’
sobre laz liberaciéon d= GABA-[3%] en animales tratados con GMS,
SENaCl = intactos. La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la ordenada el porcentaje de literacién de GABA-
[34]. Los resultados muestran la media * la desviacién
estdndar de 4 experimentos con animales intactos, 4

experimantcs con NaCl y 4 experimentos con GMS.
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FIGURA No.ll
LIBERACION DE GABA-[3%*] EN CORTEZA CEREBRAL A LOS 60 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

La jrafica muestra el efecto de la estimulacién con K*
sobre la liberacién de GABA-[3%]

en animales tratados con GMS,
SENaCl = intactos.

La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la ordenada el porcentaje de liberacidén de GABA-
[3%]. os resultados muestran la media + la desviacién
estandar de 3 experimentos <con animales 1intactos, 4

experimentos con NaCl y 4 experimentos con GMS.
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FIGURA Nc.12
LIBERACION DE GABA~([3"] EN CORTEZZA CERERRAL DURANTE EL
DESARRQOLLO

Esta grafica muestra una ccmparacién entre la maxima
liberacién por estimulacién con K obtenida en los tres grupos
(Intactos, SENaCl y GMS) en todas las edades estudiadas, para
lo cual se tomdé el valor promedio correspondiente de la
fraccién nimero 6 y se graficd como sobreflujo considerando la
liberacidén basal como cero

La abcisa representa la edad postnatal de los animales
y la ordenada representa el porcentaje de liberacién de GABA-
[3%].
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FIGURA No.13
LIBERACION DE ZABA-[37] EN HIPOCAMPO A LOS 14 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

La grafica muesstra el efecto de la estimulacién con K°
sobre la liberacién de GABA-([3%] en animales tratados con GMS,
SENaCl e intactos. La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la ordenada el porcentaje de liberacién de GABA-
[3%]. Los resultzdos muestran la media * la desviacién
estandar de 4 experimentos c¢on animales 1intactos, 4

experimentos con NaCl y 6 experimentos con GMS.
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FIGURA No.l4
LIBERACION DE GABA-[3%] EN HIPOCAMPO A LOS 21 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

La grafica muestra el efecto de la estimulaciédn czon K*
sobre la liberacién de GABA-[3"] en animales tratados con GMS,
SENaCl e intactos. La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la ordenada el porcentaje de liberacién de GABA-
[3%]). Los resultados muestran la media * la desviaciodn
estidndar de 4 experimentos «con animales intactecs, 4

experimentos con NaCl y 5 experimentos con GMS.
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FIGURA Nc.15
LIBERACION DE GABA-[3"] EN HIPOCAMPO A LOS 30 DIAS
DE EDAD POSTNATAL

La grafica muestra el efecto de la estimulacidén ccn K°
sobre la liberacién de GRABA-[3"] en animales tratados con GMS,
SENaCl e intactos. La abcisa rerresenta el no. de fraccién
colectada v la ordenada el porcentaje de liberacidén de GABA-
[3%]. Los resultados muestran la media + la desviacién
estdndar de 4 experimentos con animales intactos, 4

experimentcs con NaCl y 4 experimantos con GMS.
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FIGURA No.l6
LIBERACION DE GABA-(3%] EN HIPQCAMPO A LOS 60 DIAS
DE EDAD PCSTNATAL

La gréafica muestra el efecto de la estimulacién con K'
sobre la liberacidén de GABA-[3%] en animales tratados con GMS,
SENaCl e intactos. La abcisa representa el no. de fraccién
colectada y la ordenada el porcentaje de liberacién de GABA-
[3%]. Los resultados muestran la media * la desviacién
estandar de 3 experimentos «con animales intactos, 4

experimentos con NaCl y 4 experimentos con GMS.
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FIGURA No.17
LIBERACION CZ GABA-[3%] EN HIPOCAMPQO DURANTE EL
DESARROLLO

Esta grafica muestra una comparacién entre la maxima
liberacidn por estimulacién con X* obtenida en los tres grupos
{Intactos, SENaCl y GMS)} en todas las edades estudiadas, para
lo cual se tomd el valor prcmedio correspondiente de la
fraccién numero 6 y se graficéd como sobreflujo considerando la
liberacién basal cocmo cero

La abcisa representa la edad postnatzl de los animales

y la ordenada representa el porcentaje de liberacidn de GABA-

[37].
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