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RESUMEN

En los iiltimos afios el estudio de la interaccion de los sistemas Dopaminérgico y
Glutamatérgico ha sido de gran interés por su implicacién en algunas enfermedades neurodegenerativas
tales como el Parkinson y Huntington. Sin embargo, se desconoce el papel que podria tener el 6xido
nitrico (ON) en el transporte de dopamina (DA} al activarse los receptores a glutamato de tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) sobre el cuerpo estriado y la corteza frontal motora; por lo que el objetivo del
presente trabajo fie definir el efecto de la administracion temprana de glutamato monosddico (GMS)
sobre el transporte de DA y su regulacion por ON en la corteza cerebral y el cuerpo estriado durante el
desarrollo de la rata. Para ello, se utilizaron ratas Wistar, a las que se les administrd GMS (4 mg/g peso
corporal) en los dias 1, 3, 5 y 7 de edad postnatal (EP), posteriormente se sacrificaron por decapitacién

-

y se obtuvo el cuerpo estriado y la corteza frontal motora, se hicieron rebanadas y fueron sometidas a
experimentos de captacion de DA-[3H1 en presencia y ausencia de un precursor y un inhibidor de la
sintesis de ON, L-Arginina (L-Arg) y Nitro-Arginina (N-Arg) respectivamente. Los resultados
mostraron que en el cuerpo estriado, a los 30 dias de EP, la presencia de L-Arg 10pM produjo un
incremento significativo en la captura de DA-[3H] en el grupo intacto, mientras que a los 60 dias dicho
incremento se observo tanto en el grupo experimental como en el intacto; la N-Arg, en la misma
concentracion, a los 30 dias de EP sdlo inhibid la captura de DA—[3H] de manera significativa en el
grupo de animales intactos, mientras que en el grupo de GMS se vio incrementada de manera
significativa con la N-Arg del grupo intacto, en tanto que a los 60 dias de EP indujo una disminucion en
la captura de DA—[3H] en los dos grupos (intacto y experimental), que fue significativa para el grupo de
GMS; finalmente, la combinacion de L-Arg y N-Arg, 10uM a los 30 dias de EP, aument§ la captura de
DA-[3H] en ambos grupos, pero este incremento sélo fue significativo para el grupo intacto; a los 60

dias de EP disminuy6 la captura de DA—[3H1 en el grupo intacto, mientras que en el grupo de GMS se

vio ligeramente incrementada. Por otra parte, en la corteza cerebral, a los 30 dias de EP, en presencia de
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L-Arg 10uM produjo una disminucién en la captura de DA-[3H1 en el grupo intacto, mientras que en el
de GMS la-increment$ significativamente; la L-Arg, a los 60 dias de EP, aminoré la captura de DA-
[3H] de manera significativa tanto en el grupo intacto como en el tratado con GMS; la N-Arg en la
misma concentracidn, a los 30 dias de EP, restd la captura de DA-[3H] en el grupo intacto y la elevd en
el tratado con GMS; esto mismo se observd a-los 30 dias de EP al combinar L+N-Arg 10uM; mientras
que a los 60 dias de EP la disminuyé en ambos grupos. Por tltimo, la combinacién de L-Arg y N-Arg, a
los 60 dias de EP, indujo una disminucién en la captura de DA-[3H] en el grupo intacto, misma que se
vio incrementada en el grupo de GMS de manera significativa. Los resultados obtenidos indican que el
transporte de DA se encuentra regulado por la formacién de ON en el cuerpo estriado, no siendo asi en

ta corteza cerebral.



El sistema nervioso representa el patrimonio mas grande que el hombre haya recibido del pasado y la
culminacion de incontables modificaciones evolutivas_. A-través de una serie continua de adaptaciones al
ambiente y al incremento de las exigencias funcionales, los organismos desarrollaron sistemas nerviosos
mas eficientes, capaces-de interpretar y de responder a una diversidad de sensaciones.

Para su estudio el sistema nervioso se ha dividido en Sistema nervioso central (SNC), sistema
nervioso periférico (SNP) y sistema auténomo- o-inveluntario; el SNC esta compuesto por el encéfalo y
la médula espinal; el SNP comprende los nervios craneales y espinales.l

Todo el sistema nervioso, excepto- el epitelio olfator%o y parte de ciertos ganglios, deriva
ontogenéticamente del ectodermo.’

Las células que lo constituyen son de dos tipos:

1.- Nerviosas o neuronas.

2.-De la neuroglia.

Las neuronas constituyen la unidad morfolégica y funcional del sistema nervioso, se especializan en
la produccién y conduccion de impulsos nerviosos. Cada neurona se encuentra en contacto con otras por
medio de sus prolongaciones, llamandose a este sitio sinapsis; mientras que las células de la neuroglia
forman la substancia intersticial del SNC.>*

Las-células de la-neuroglia pertenecen- a dos grupos:

a) La macroglia, proveniente del ectodermo, comprende los astrocitos y oligodendrocitos.

"b) La microglia, procedente del mesodermo, parece penetrar al encéfalo y a la médula espinal del
embrién cuando los vasos sanguineos van invadiendo dichas formacicnes durante su desarrollo.”!

En sentido amplio, la microglia debe incluir también a las células que forman la mielina de las fibras
nerviosas grandes (células de Schwann), asi como las células satélites que se encuentran en los

ganglios?, aunque éstas no procedan del ectodermo.



Estructura del Cuerpo estriado (CE)

Los ganglios basales constituyen masas de-células-merviosas sepultadas en lIa profundidad de los
hemisferios cerebrales comprenden al niicleo amigdalino, claustrum y CE, este wltimo esta formado por
los niicleos lenticular (NL) y caudado (NC), junto con la cipsula intena que los separa.l

El CE se desarrolla como un espesamiento en el fondo. del surco hemisférico (Figura 1), a medida
que el CE y la pared diencefalica aumentan en espesor, se aproximan gradualmente entre si y se
fusionan finalmente, quedando marcada la zona de unién por un surco longitudinal.'

Las conexiones aferentes del estriado proceden de Ia corteza, del tilamo y de la sustancia negra
(SN), de las cuales, las que terminan principalmente en el putamen y el NC proceden en su mayoria de
la corteza frontal motriz y premotriz, de la SN, de los nicleos taldmicos centromedios y de otros
niicleos talamicos; mientras que las fibras eferentes procedentes del putamen y del niicleo caudado se
descargan principalmente en el globo palido (GP), aunque una cantidad menor se dirige hacia la SN
(Figura 2).!

La SN-es un centro importante de la via motriz extrapiramidal que se ve influida principalmente por

el CE, el talamo y la corteza cerebral.'

Estructura de la Corteza cerebral

La corteza: cerebral es la capa externa de sustancia gris que cubre a las circunvoluciones y a los
surcos de los hemisferios cerebrales, de ella dependen las funciones intelectuales avanzadas; se
encuentra envuelta en los procesos de almacenamiento de memoria y aprendizaje, es responsable de la
percepcidn de las sensaciones y de la ejecucién de muchas actividades motoras.”*

La corteza motriz representa el drea especifica para la produccion de movimientos aislados,
cualquier movimiento obtenido de otras regiones depende de ésta.'

La corteza cerebral contiene :

1 .- Las terminaciones de fibras aferentes de otras partes del sistema nervioso, tales como las

talamocorticales.



2.- Neuronas de asociacion, cuyos axones relacionan entre si partes proximas y distantes del mismo
hemisferio.

3.-Neuronas de proyeccion cuyos axones-conducen-impulsos corticales integrados a otras porciones
del sistema nervioso.

Los principales tipos de células-que se hallan en la corteza cerebral son : piramidales, estrelladasy
fusiformes (Figura 3).!

Otros tipos que también se-encuentran son las células horizontales de Cajal, las pequefias células
triangulares o poligonales conocidas como de Martinotti y las gigantes o de Betz.”*

Las células se organizan en varias capas horizontales, lo-que constituye uno de los rasgos mis
Hamativos de la estructura cortical y se pueden distinguir en nimero de seis.'

Procediendo de la superficie hacia la substancia medular estas capas incluyen:

1.- La capa molecular.

2.- La capa granular externa.

3.- La capa de células piramidales o piramidal externa.

4 .- La capa granular interna.

5.- La capa ganglionar o piramidal intema.

6.-La capa polimorfa o capa multiforme.

De manera general, las aferencias de la corteza van de la capa 1 a 4, mientras que las eferencias van
delascapas 5a6.*

Las fibras aferentes de la corteza incluyen fibras de proyeccioa del talamo, las cuales terminan en la

capa 4 y fibras de asociacién de otras areas corticales (figura 4)."*

Transmisién quimica

Existen dos tipos de sinapsis: La sinapsis eléctrica y la sinapsis quimica. En la primera el agente que
cruza de la célula pre a la postsindptica es la corriente idnica generada en la terminal presinaptica; en la
sinapsis quimica. el agente transmisor es. una substancia organica especifica que es secretada al espacio

extracelular; este agente puede ser variable en las diferentes sinapsis y se encuentra almacenado en lis



terminales nerviosas presinapticas. La llegada de un potencial de accion a estas terminales libera al
espacic intercelular (sindptico) el transmisor almacenado, una vez que se difunde a través del espacio
sinaptico, reacciona con 1a membrana postsinaptica en sitios especificos (los receptores); el resultado de
esta interaccién es un aumento en la permeabilidad de la membrana postsinaptica a algunos iones que
ahora pueden moverse libremente a través de la membrana; El cambio de permeabilidad puede tener
efectos excitadores.o inhibidores dependiendo de.los iones que se mueven. En particular, depende de st

los iones acarrean carga hacia dentro o afuera de la célula, para mover el potencial transmembranal

hacia el umbral (despolarizacién) o en direccién opuesta (rep-olarizaci()n).5

Liberacién del neurotransmisor (NT)

Cuando el potencial de accién alcanza la terminal nerviosa aumenta la velocidad de entrada de iones
calcio (Ca™) desde el espacio extracelular, asi como desde el reticulo endoplasmico. El aumento en la
concentracién de Ca™ en la terminal nerviosa aumenta la velocidad contrdctil de los microtubulos a los
que estan enganchadas las vesiculas del NT, esto causa su movimiento hacia la membrana.

Cuando una vesicula alcanza la membrana celular se fusiona con ella y se libera completamente su
contenido dentro de la hendidura sinaptica (Figura 5).°

El pape! del transmisor es transportar la informacion de manera rapida y transitoria a través de la

sinapsis y amplificar la sefial eléctrica. Para este fin su efecto debe terminar rapidamente. s

Mecanismeo de recaptura

Una vez terminada la accion del NT, para prevenir- la difusion de éste en el espacio sinaptico, es
degradado o regresado a la terminal presindptica por mecanismos de recaptura; sin embargo, no esta
claro que proporcion del NT se transporta de nuevo a las vesiculas y cuanto se metaboliza.®

Existen al menos dos mecanismos para eliminar el NT de la sinapsis. Primero, en la hendidura
sinaptica se producé el metabolismo enzimatico. Segundo, el NT se puede captar desde la sinapsis por

la terminacién nerviosa sinaptica; la-célula glial o la neurona postsinaptica a través de mecanismos de



transporte activo. Tales procesos de captacién son generalmente especificos, de alta capacidad, alta

afinidad y requieren energia (Figura 5).6'7

Papel del Glutamato (Glu) en el SNC

Se postulan como- glutamatérgicas la via corticoestriatal, la- de la corteza olfatoria de asociacion
(corteza entorrinal)-hipocampo, la retinotectal y las vias aferentes sensoriales y las células granulares
del cerebelo. Otras vias que podrian fiuncionar con Glu son las ipsilaterales del hipocampo, cortico-
corticales y corticotalimicas entre otras (Figura 6).'

El Glu es un aminoacido no esencial que pertence a una familia de aminoacidos de cadena recta o
heterociclicos que tiene la capacidad de despolarizar o excitar las membranas de las células neuronales;
es el principal neurotransmisor excitador de los mamiferos y se sintetiza a partir de la glucosa y otros
precursores mediante el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos por reacciones de transaminacién, o bién, a
partir de la glutamina por accion de 1a enzima glutaminasa (Figura 7). Otra via de sintesis procede de la
fijacion del nitrégeno mediante la accion de la deshidrogenasa glutamica ** **

La particular abundancia del Glu se debe a su participacion en funciones como sintesis de péptidos y

proteinas, sintesis de acidos grasos, regulacion de los niveles de amonio, el control osmdtico del balance
anionico, como precursor de numerosos substratos del ciclo de Krebs y del acido gamma amino butirico
(GABA), ademas de formar parte de los cofactores glutation y acido folico.”

Dentro de las terminales nerviosas, el Glu se almacena en vesiculas por un proceso dependiente de
ATP. Una vez liberado interactia con sus receptores correspondientes y posteriormente puede ser
recapturado a través de un proceso de alta afinidad por la terminal nerviosa o bien por las células
gliales, en las cuales se convierte en glutamina y difinde nuevamente a la terminal nerviosa para
transformarse en Glu por accion de la enzima glutaminasa fosfato-activada (Figura 7).L "

Los receptores para Glu se dividen en dos tipos: Los ionotropicos, que se acoplan directamente a

canales iénicos de membrana, y los metabotropicos, que se unen a proteinas G y modulan segundos

mensajeros intracelulares, como-el trifosfato de inositol, Ca y nucledtidos ciclicos (Figura 8). Dentro



de los primeros, se encuentran los receptores de tipo- no-N-metil-D-aspartato (no-NMDA): Acido
propfénica 3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol (AMPAY y Kainato (KA), que son sensibles a Na+ y K*;
y los de-tipo-NMD4;-que consisten-de un-canal-idnico-de-membrana, -altamente permeable a Na+, K+ y
C'aH, presenta dependencia al voltaje y posee sitios reguladores de unién a glicina, zinc, magnesio
(MgH), poliaminas y fenciclidina, los cuales aféctan la apertura del canal, también posee un sitio
sensible a cambios de éxido-reduccion (Figura 8).'> '

Se ha observado- que la administracién sistémica del Glu y Aspartato (Asp); asi como la
administracion intraocular de KA, producen la degeneracién de las capas intemas de la retina. En
algunas areas del cerebro, los mismos compuestos producen degeneracion en ciertos tipos celulares,
mientras que otros se mantienen intactos.?

Olney en 1976, fue el primero en- postular que la toxicidad de estos compuestos (Glu y Asp) en el .
sistema nervioso podria resultar de la unién a sus receptores excitadores, produciendo una respuesta
sostenida que llevaria a la muerte celular por sobreestimulacion®; lo que ha llevado a sugerir su
participacién en procesos de hipoxia, isquemia y en la patogénia de ciertas enfermedades

neurodegenerativas, tales como la corea de Huntington, la enfermedad de Alzheimer o la epilepsia.”

Sintesis y degradacién de la Dopamina (DA) en el SNC
Las catecolaminas (CA) DA, norepinefrina y epinefrina, actian como NT en el SNC.°
- Se conocen como CA a los derivados del catecol con una cadena‘lateral que lleva un grupo amino ; el

catecol es el dihidroxifenol, can dos grupos hidroxilos adyacentes (Figura 9).°

La DA se forma a partir del aminoacido tirosina, el cual es llevado dentro de la terminal nerviosa
presindptica por un proceso de transporte dependiente de energia ®, dentro de las neuronas se transforma
en L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por medio-de la enzima tirosina hidroxilasa. Posteriormente, la L-
DOPA se descarboxila por accion de la descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos transformandose

enDAy COZ (Figura 10). Las CA sé almacenan en vesiculas conocidas como granulos cromafines por

medio de procesos dependientes de energia. ®



Una vez liberadas al espacio sinaptico, la accién de las CA es finalizada mediante degradacion
enzimética en la hendidura sinaptica, recaptura y degradacién intraneuronal o almacenamiento en las
vesiculas sinapticas. Las enzimas responsables del catabolismo de las CA son la moncaminooxidasa
(MAQ) de localizacion fundamentalmente mtraneuronal, y la catecol-O-metiltransferasa (COMT),
enzima soluble que actia sobre las CA extraneuronales (Figua 11)."

El producto terminal del metabolismo de la DA es el acido homovanilico (HVA).®

Vias dopaminérgicas

Las neuronas que contienen DA pueden ser divididas en tres grupos principales : nigroestriatales,
mesocorticales y tuberohipofisiales."

El tracto dopaminérgico mas grande en el cerebro se origina en la zona compacta de la sustancia
negra y manda axones que proveen de una densa inervacion al nucleo caudado y putamen del cuerpo
estriado."

Los cuerpos celulares que contienen DA, que se encuentran medtos a la sustancia negra proveen una
difusa pero modesta inervacion al cerebro delantero, incluyendo la corteza frontal y cingulada, el
septum, niicleo de acumbens y tubérculo olfatorio.”

Los cuerpos celulares que contienet DA en el ntcleo arcuato y periventricular del hipotalamo envian

axones que inervan el lbulo medio de la hipéfisis v la eminencia media. (Figura 12)."

E! Oxido Nitrico (ON) en el SNC

El ON es un gas que se difunde facilmente en el SNC, posee una vida media corta de 3-6 segundos.'®

Se le ha considerado como un segundo- mensajero en diferentes tipos celulares tales como
macréfagos” y células del sistema nervioso central. ™ ' 2

‘Se sintetiza como un subproducto de [a transformacion del aminoacido L-arginina (L-Arg.) a

citrulina a través de la enzima 6xido nitrico sintasa (ONS), [a cual es dependiente de CaH y calmodulina
(Figura 13).7> 2%



Se ha propuesto que el ON tiene un papel importante en la potenciacién de largo término al
participar en la formacion de la memoria, y que su excesiva produccién puede causar dafio a través de
varios mecanismos, incluyendo vias de inhibicién metabélica en la cadena respiratoria y la formacion de
radicales libres téxicos al combinarse con aniones superéxido.?

En el SNC el ON-puede modular de manefa—ﬁsiolégiea la neurotransmision glutamatérgica a través

de la nitrosilacién del receptor NMDA. "
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En los ultimos afios, el estudio de los mecanismos implicados en el establecimento de enfermedades
neurodegenerativas tales como el Parkinson,” " ** Ia esquizofrenia y la enfermedad de Huntington® ha
sido de gran interés, asi como el estudio- de la interaccion entre los sistemas dopaminérgico y
glutamatérgico en el CE y corteza cerebral por las implicaciones que éstos poseen en dichas regiones del
cerebro.

Por un lado, el CE que actiia en los procesamientos de informacion y aprendiuje“’ ? recibe fibras
dopaminérgicas.de la substancia negra y del tilamo, asi como de la corteza cerebral, donde utiliza al
Glu como neurotransmisor; mientras que la corteza cerebral controla los mecanismos de movimientos
del cuerpo y utiliza la via corticoestriatal, como glutamatérgicas y la mesocortical como dopaminérgica
principalmerte.

El interés en el estudio del Glu después de su establecimiento como neurotransmisor, se incremento a
partir del descubrimiento de su efecto téxico sobre diferentes preparaciones de tejido nervioso.” Los
efectos neurotoxicos-del Glu fueron descritos por primera vez en 1952 por Hayashi, quien reportd que
la aplicacién topica de Glu y Asp en la corteza detiene la actividad cortical; en 1957 Lucas y Newhouse
reportaron- degeneracion de neuronas de- las capas intemnas de la retina en ratones que recibieron la
administracion neonatal de Glu.”™ * Posteriormente, en 1969 Olney expandi6 este descubrimiento al
demostrar que las neuronas del niicleo arcuato del hipotdlamo y érganos circunventriculares, que tenian
una barrera hematoencefalica deficiente en el periodo neonatal, también eran vulnerables a los efectos
citotdxicos de la administracién sistémica de Glu en ratones o neonatos.” *® Mas tarde se demostro que
no solamente la retina era susceptible a su efecto, pues la administracién de 4 mg/g de peso corporal de
Glutamato-monosodico (GMS) en ratas neonatas también ocasiona destruccion de neuronas en el micleo

.31, 32 33

arcuato del hipotilamo, asi como trastomos enddcrinos y llega a generar crisis convulsivas en

ratas adultas.>
En el cerebro, el Glu liberado de las terminales presinapticas activa diferentes tipos de receptores

como los de tipo NMDA, después de unirse a ellos, causa depolarizacién de la membrana celular e

incrementa el. nivel intracelufar de Na', agua y CaH, mientras que Ios niveles de ATP se ven
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considerablemente reducidos conjuntamente con el K” intracelular, teniendo como resultado una gran
concentracién de éste en el espacio extracelular, lo que permite la despolarizacién de la célula y el
rompimiento de los mecanismos de regulacién ionica, a consecuencia de ello, la célula blanco puede
morir por agotamiento.” ™ *

Por -otra-parte, €l incremento-en-la conceﬂttacién»dé—CaHpermitiré—la activacion de la enzima ONS

que llevara a la produccién de ON, una vez formado, el ON se libera a las terminales postsinapticas

para actuar presinapticamente en-una o mas neuronas, lo que induce a un posterior incremento en la

transmisién singptica, contribuyendo importantemente al dafio neuronal excitotéxico.z" B
En estudios previos se observo que la L-Arg y agonistas a Glu, tales como el NMDA y KA
incrementan el transporte de DA, mientras que la Nitro-L-Arginina (N-Arg) lo disminuye; lo anterior

sugiere que el ON participa en el transporte de DA. en el cuerpo estriado, mecanismo que puede

modificarse como parte de los procesos neurodegenerativos iniciados por un aumento excesivo en la

38
concentracion de Glu.
Sin embargo, con estos resultados no ha sido posible precisar el efecto de una sobreactivacion

de los receptores a Glu sobre el transpote de DA en condiciones in vivo.



PLANTEAMIENTO

DEL  PROBLEMA
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La corteza cerebral y el CE son dos regiones del SNC con implicaciones importantes en algunas
enfermedades neurodegenerativas como el sindrome de Parkinson, la esquizofrenia y la enfermedad de
Huntington donde participan los sistemas dopaminérgico y glutamatérgico principalmente *

En estudios recientes se ha demostrado que la activacion del receptor a Glu de tipo NMDA permite
1a entrada de calcio, lo que promueve la formacién de ON, evento que parece regular el transporte de
DA. Sin embargo, no es claro aiin el mecanismo por el cual un exceso de activacion de los receptores a
Glu durante la edad neonatal podria regular el transporte de DA en el estriado y si la sobreexposicion de
estas neuronas estriatales a un exceso de ON podria desencadenar mecanismos que promuevan una
neurodegeneracion celular.

Con base a todo lo antes mencionado, en el presente trabajo se evalué la captacion de DA en
rebanadas de corteza cerebral y CE de ratas tratadas con GMS durante el desarrollo para observar el
papel que desempeiia el ON en la regulacion del transporte de DA como un parametro que permita
aportar informacion sobre los eventos involucrados en la vulnerabilidad al dafio celular de las regiones

ya mencionadas.



|

Si las células dopaminérgicas son sensibles al efecto citotéxico del Glu, la administracién

temprana de GMS reducira la captura de DA, regulada por ON, en el CE y corteza cerebral.
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OBJETIVO GENERAL
Definir el efecto de la administracion temprana de GMS sobre el transporte de DA y su regulacion

por ON en la corteza cerebral y el cuerpo estriado durante el desarrollo de la rata.

OBJETIVO PARTICULAR
Determinar la captacion de DA-[3H] en rebanadas de CE y corteza cerebral de ratas intactas y
tratadas con GMS, en los dias 1,3,5 y 7 de edad postnatal, en presencia de L-Arg y N-Arg a los 30 y 60

dias de edad.



'DIAGRAMA

EXPERIMENTAL



RATAS WISTAR
RECIEN NACIDAS

INTACTOS

.

EXPERIMENTAL
GMS (4 mg/g peso corporal)
1,3, 5y 7 dias de edad postnatal

| I
SACRIFICIO
30y 60 DIAS

OBTENCION ESTRIADO
Y CORTEZA FRONTAL M.

REBANADAS (25mg)

EXPERIMENTOS DE CAPTURA DE DA-[*H]
EN PRESENCIA'Y AUSENCIA
DE L-ARG Y N-ARG 10uM
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Tratamiento de los animales
Para este trabajo se utilizaron ratas de la cepa Wistar recién nacidas, que se dividieron en dos
grupos :
Grupo testigo: Constituido por animales sin ninguna manipulacion.
Grupo experimental: Formado por animales que en los dias 1, 3, 5 y 7 fueron tratados con GMS a una

dosis de 4 mg/g de peso corporal.

Preparacion de tejido

Todos los animales se sacrificaron por decapitacion a los 30 y 60 dias de edad de acuerdo al modelo
establecido™; se removid el encéfalo y se lavé inmediatamente con una solucién de sacarosa 0.32 M
entre 0-4 °C para la diseccion de el CE y la corteza frontal motora. Se obtuvieron rebanadas de 25 mg
que se sometieron a los experimentos de captura de DA—[SH] en presencia o ausencia de L-Arg y N-Arg

a una concentracién de 10 uM.

Experimentos de captacién

Los experimentos de capturé— se realizaron de acuerdo a lo reportado previamente por Chaparro-
Huerta y col. 1997 ** bajo el siguiente esquema: las rebanadas se preincubaron en 1 ml de medio de
incubacion, consistente en una solucion Krebs-bicarbonato, al que se le agrego acido ascorbico 0.1 mM
para evitar la oxidacién de la DA y Pargilina 25 uM como inhibidor de la MAO, ajustandose a un pH
de 7.2-7.4 con una mezcla de CO,-0; (5%-95%)™* en un bajio Maria con agitacion a 37 °C por 10 min.,
después se adicionaron 20 pl de DA-[3H] para una concentracion de 0.1 pM en el medio, al mismo
tiempo se aftadi6 el precursor de ON (L-Arg) o el inhibidor (N-Arg) o ambos, y se incubaron durante 20
min. (captacion total).

Al mismo tiempo, se incubaron muestras a una temperatura entre 0-4 °C que permitieron conocer la

captura inespecifica, misma que se resté a la que se obtuvo a 37 °C.
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Posteriormente, las muestras se trasladaron a un sistema de filtracién con vacio [utilizando filtros
GF/B (Whatman)} y s¢ lavaron con. 10. ml del mismo medio. Finalmente, cada filtro se depositod en
viales con 5 ml de liquido de centelleo y se cuantificé la radiactividad en un comtador de centelleo
liquido modelo-Beckman LS 6500.

Con ¢l fin de probar las diferencias signiﬁcativés de ambos grupos se utilizo la prueba T de Student
de dos colas.

Los resultados se expresan en pmol/25 mg de tejido:
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Estriado

En los animales de 30 dias de edad postnatal. (EP) 1a presencia de 10 uM de L-Arg produjo un
incremento en la captura de DA-[’H] tanto en ¢l grupo tratado con GMS como en el intacto, este dltimo
fue significativo-con respecto a su control (figura 14).

La administracién de N-Arg 10 uM s6lo inhibié la captura de DA-[’H] de manera significativa
con respecto a su control en el grupo de animales intactos, mientras que en el grupo tratado con GMS se
observé un incremento en la captura de DA-[’H], misma que resulto ser significativa al ser comparada
con la N-Arg del grupo intacto (figura 14). -

Finalmente, en la combinacién de L-Arg y N-Arg 10 pM se observé un incremento en la
captura de DA-[’H] en ambos grupos (intacto y experimental), sin embargo, este aumento solo fue
significativo para el grupo intacto con respecto a su control (figura 14).

Por otra parte, a los 60 dias de EP, bajo la administracion de L-Arg 10 uM, se vio un
incremento significativo en la captura de DA-{’H] tanto en el grupo intacto como experimental con
respecto a su control (figura 15).

La presencia de N-Arg 10 pM disminuy6 la captura de DA-[’H] en los dos grupos (intacto y
experimental), sin embargo, en el grupo de GMS esta reduccién es significativa con respecto a su
control y al de N-Arg del grupo intacto (figura 15).

Para terminar, la administracion de L-Arg mas N-Arg 10 pM, produjo una reduccion en la
captura de DA-[’H] en el grupo intacto, mientras que en el grupo tratado con GMS se observé un ligero

incremento (figura 15).
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Corteza Cerebral

En los animales de 30 dias de EP la presencia de L-Arg 10 pM produjo una disminucion en la
captura de DA-[’H] en el grupo intacto, mientras que en el grupo tratédo con GMS la incrementé de
manera significativa con respecto a su control (figura 16).

La administracién de N-Arg 10 pM disminuyé la captura de DA-[’H] en el grupo intacto y se

elevd en el grupo tratado con GMS; lo mismo se observé al combinar la L-Arg con N-Arg 10 M

. (figura 16).

Por otro lado, a los 60 dias de EP, la L-Arg indujo una reduccién en la captura de DA-[H]
tanto en el grupo intacto, donde fue significativa con respecto a su control, como en el grupo tratado con
GMS, donde fue significativa con respecto al que recibié L-Arg en el grupo intacto (figura 17).

La presencia de N-Arg 10 M disminuy6 la captura de DA-P’H] en ambos grupos (intacto y
tratado con GMS), sin embargo, en el grupo tratado con GMS la reduccion fue significativa con
respecto a su contro] (figura 17).

Por tltimo, la combinacién de L-Arg y N-Arg 10 uM, produjo una disminucién en la captura
de DA—[3H] en el grupo intacto, misma que se vio incrementada en el grupo de GMS de manera

significativa con respecto al que recibio L+N-Arg en el grupo intacto (figura 17).
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Los avances durante la década pasada en el entendimiento dg la organizacién de los ganglios
basales han mostrado la existencia de relaciones funcionales entre los sistemas de transmisién de los
aminoécidos excitadores y de la dopamina.

Un numero-creciente de-estudios clinicos y conductuales en animales ha Sugen'do que no existe
un balance entre las entradas mesencefalicas dopaminérgicas y Jos aminoacidos excitadores corticales,
lo que cansa deficiencias motoras y cognoscitivas®, mismas que han sido asociadas a diversos
padecimientos neurodegenerativos *!

Asi mismo, se ha demostrado que el GMS- administrado intraperitonealmente afecta el
metabolismo, la captura y la liberacién de catecolaminas en la corteza cerebral y el micleo caudado”’

En el presente trabajo se evalué el efecto del GMS. sobre el transporte de DA para intentar
conocer con mayor detalle el mecanismo involucrado en los sistemas dopaminérgico y glutamatérgico en
la corteza cerebral y el cuerpo estriado, asi como determinar si el ON es un modulador importante de
dicho transporte.

Como se sabe, el R-NMDA se expresa en edades tempranas y en cierta manera, durante el
desarrollo del SNC, regula el acomodo de las células.®

Se ha observado que el cuerpo estriado carece de una osganizacion citoarquitectonica clara y
que las subpoblaciones de neuronas estriatales estan organizadas en compartimentos funcionales. En
algunos casos se puede comparar con las caracteristicas citoarquitecténicas de la corteza y en otros
representa una organizacién tnica.*

Los resultados obtenidos para el cuerpo estriado a los 60 dias de EP, en el grupo intacto y
tratado con GMS, sugieren que el establecimiento citoarquitectonico funcional de el sistema de
transporte de DA se encuentra bien establecido y es regulado por ON; que las células son mas
resistentes al dafio provocado por el GMS, o bien, que pese al dafio sufrido las células son mas
eficientes para mantener los mecanismos normales de transporte de DA, ya que se observa un patron
similar de conducta entre ambos grupos; mientras que a los 30 dias, en el grupo intacto se observé un

incremento en la captura de DA-[*H] al administrar L+N-Arg, asi como al recibir N-Arg y L+N-Arg en
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el grupo tratado con GMS, lo cual sugiere que no sélo la ONS p.articipa en la produccion de ON, sino
que, existen otros mecanismos, incluido el metaBolismo de la célula, que permiten su sintesis.

Por otra parte, en la corteza cerebral, a los 36 dias en los animales tratados con GMS, se
observé una disminucién en la captura de DA-[’H], misma que se incrementa en el grupo intacto, lo que
corresponde- con ciertos reportes en los que se-ha observado que ¢l GMS produce una reduccion
significativa en los niveles de Norepinefrina y de DA*, y un aumento en la captura de DA-['H] en ratas
adultas®; esto sugiere que la corteza cerebral es mas vulnerable al efecto del GMS, ya que pueden
existir cambios de- conformacion ycomposiciénrén la estructura del R-NMDA y que lo observado en el
grupo intacto es el resultado de un reacomodo celular normal ya que se ha reportado que a edades
tempranas los R-NMDA y no-NMDA estin involucrados en la migracién celular.®

Para conocer el papel de} ON como regulador del transporte de DA, se hicieron experimentos en
presencia de un precursor, L-Arg, y un inhibidor de la sintesis de ON, la N-Arg.

En el cuerpo-estriado, la administracion de L-Arg 10 M, mostré que en los animales de 30 y
60 dias, intactos y tratados con GMS, incrementd la captura de DA-[*H], esto va de acuerdo con
trabajos en los que se ha observado que la L-Arg, en la misma concentracién utilizada, en animales
intactos, no modifica de manera significativa, en rebanadas, la captura de DA, fendmeno contrario a lo
observado en sinaptosomas™; esto sugiere que la produccién de ON participa en los procesos de
tfansporte {captura} de DA por activacion de R-NMDA y posiblemente de los no-NMDA. Se ha
propuesto que la sintesis de DA, asi como su sistema de transporte puede ser regulado por otros
neurotransmisores, como los del sistema’ colinérgico, que modulan la liberacién de DA*, asi como
también por otro tipo de receptores a Glu, como el receptor a KA >

Sin embargo, como se sabe, la activacidn de la ONS no sdlo tiene como consecuencia la
produccion de ON, sino que éste a su vez puede interactuar con otras moléculas, como el anion
superéxido, y formar radicales libres, que podrian contribuir al dafio celular®, por lo que es importante
que en un futuro se realicen estudios sobre los niveles de- radicales libres y el papel que desempefian en

el transporte de-DA.
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Para la corteza cerebral se observé que a los 30 dias en el grupo tratado con GMS aumenta la
captura de DA-P’H], lo que sugiere que el dafio provocado por el GMS afecta los mecanismos de
transmisién normat a la edad de 30 dias, y leva a la produccion de ON y con ello a un aumento en la
captura de DA-[*H], esto tal vez se deba a los mecanismos ya mencionados para el cuerpo estriado,
mientras que a los 60 dias de EP, en el grupo intacto y tratado con GMS se observo una disminucién en
la captura de DA-[’H], lo cual sugiere que existen mecanismos de compensacién en respuesta a los
cambios provocados por el Glu, o bien, que el ON esté directamente involucrado en el transporte de DA
en esta region.

Con respecto a la administracién de-N-Arg en concentracion de 10 uM se penso q;xe su efecto
debia ser contrario al producido por la L-Arg tanto en el cuerpo estriado como en la corteza cerebral, en
Jas dos edades estudiadas, ya que en estudios previos se ha visto que la N-Arg reduce la captura de DA-
[*H] en rebanadas y sinaptosomas estriatales™, esto solo se observd en el cuerpo estriado a los 60 dias,
en el grupo intacto y tratado con GMS, mientras que a los 30 dias la disminucion se observo inicamente
en el grupo intacto, y por el contrario, en el grupo de GMS se present6 un incremento en la captura de
DA-[’H], lo que sugiere que el ON no es el tinico en regular el transporte de DA, sino que la presencia
de otros compuestos, tales como radicales libres, podrian estar participando en dicho transporte.

No obstante, también se ha reportado que la inhibicion de la ONS protege de la toxicidad
producida por Glu en cultivo™, esto es lo que posiblemente se observo en las figuras 14 y 16, donde se
observa que la captura de DA se incrementa en presencia del imhibidor de la ONS, N-Arg, tanto en
corteza como en el estriado a los 30 dias de edad.

Finalmente, la combinacién de L-Arg mas N-Arg mostrd un incremento en la captacién de DA-
[*H] a los 30 dias, tanto en el grupo intacto como en el tratado con GMS, en el estriado, de igual forma
a los 30 dias en el grupo tratado con GMS, en la corteza cerebral; mientras que a los 60 dias este
incremento solo se observo en la corteza cerebral del grupo experimental; estos resultados van en contra
de lo que se ha observado en otros trabajos, donde la combinacion de L-Arg y N-Arg causan una

reduccién en la captura de DA en animales intactos™. Este aumento en la captura de DA-[*H] sugiere
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que existen otros mecanismos relacionados con el transporte de DA y que tal vez puedan ser activados
por la administracién del GMS. Uno- de- estos mecanismos podria ser la existencia de cambios a nivel -
metabolico que estén asociados con los receptores a Glu de tipo NMDA.

La primera evidencia que relaciona al R-NMDA en la neurodegeneracién causada por la
inhibicién metabélica fue descubierta, en la década de los setentas, por Novelli, quien observo que la
inhibicién del complejo IV de la cadena respiratoria por cianuro, produce concentraciones no toxicas de
Glu, sin embargo, en condiciones in vitro se vuelve letal y este dafio es bloqueado en presencia de
antagonistas al R-NMDA % | |

Existenr trabajos en los que se relaciona ligeramente a los R-NMDA con las enfermedades

124748 mientras que otros *****' apoyan que Ia activacién del R-NMDA es vital en

neurodegenerativas
la generacién de neuropatologias asociadas a cambios metabélicos. Un factor que puede intervenir en el
dafio celular es el hecho de que las funciones metabélicas disminuyen con la edad, debido posiblemente
en parte a un incremento en el dafio oxidativo y del DNA mitocondrial.” Otro mecanismo por el cual se
puede presentar la excitotoxicidad es a través de la produccion de radicales libres. Los radicales libres
tales como el ON y especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden causar una toxicidad celular
significativa, incluyendo dafios al DNA y proteinas asi como peroxidacion de lipidos.™

Por Gltimo, desde el punto de vista clinico, se ha sugerido que la degeneracion tan selectiva de
las neuronas dopaminergicas vista en el sindrome de Parkinson puede ser resultado de una aha
sensibilidad de estas neuronas a una combinacién de inhibicion metabdlica y excitotoxicidad™, por lo
que puede existir un circulo vicioso en el que la activacion de R-NMDA induce a una entrada masiva de
Ca™" y a la produccion de radicales libres mitocondriales, seguida por una disfuncién de la mitocondria,
lo que predispone a la neurona al dafio excitotoxico. Por lo que es importante que en un futuro se
realicen trabajos en los que se de a conocer mas a fondo el papel de estos radicales libres y de los dafios
que pueden presentar las mitocéndrias, ya sea por influencia de los radicales libres o porque la
produccién de ON desencadene la activacion de segundos mensajeros que alteren la conformacién de los

R-Glu desde el punto de vista genético y estructural.
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1.-La administracion temprana de GMS no modifica la captura de DA [’H] a los 30 y 60 dias en el
cuerpo estriado, aunque, al administrar N-Arg se vio aumentada a los 30 dias; mientras que a los 60 la
disminuye.

2.- La administracién temprana de GMS no modifica la captura de DA {*H] a los 60 dias en la corteza
cerebral, sin embargo, la presencia del precursor o inhibidor de la sintesis de ON o ambos disminuye la
misma en el grupo intacto.

3.-La administracion neonatal de GMS modifica la influencia que posee el ON sobre la captura de DA

en las regiones y edades estudiadas en comparacién con el grupo testigo.



FIGURA 1
Desarrelle del cuerpo estriado
El cuerpo estriado se forma como un espesamiento en et fondo del surco hemisférico, el cual

aumenta de grosor para terminar fusionandose .
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FIGURA 2
Principales aferencias y eferencias del cuerpo estriado
Las conexiones aferentes del estriado provienen de la corteza, el talamo y la sustancia negra,
mientras que las vias eferentes se descargan principalmente al globo palido y la sustancia negra.
GP.- Globo palido NPP.- Niicleo pedinculopontino
EP.-Nucleo entopeduncular NST.- Nicleo subtalamico

SN.-Sustancia negra






FIGURA 3
Algunos tipos celulares de la corteza cerebral
bral son: piramidales,

Los principales tipos celulares que se encuentran en la corteza cerel

estrelladas, fusiformes, células de Cajal, de Martinotti y las células de Betz.

39
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célula horizontal de Cajal

célula granular



FIGURA 4
Acomodo de las capas de la corteza cerebral y algunas vias aferentes y eferentes
De manera general, las aferencias de la corteza van de la capa 1 a la 4, mientras que las

eferencias van de la capa 5ala 6.
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FIGURA 5
Mecanismo de liberacion y recaptura de un neurotransmisor
Cuando un estimulo llega a la célula, aumenta la entrada de calcio a la terminal nerviosa
haciendo que los microtubulos a los que estin enganchadas las vesiculas que contienen los
neurotransmisores se muevan hacia la membrana celular para fusionarse y permitir la salida del
neurotransmisor (NT), el cual unira a su receptor en la célula postsinaptica, una vez que termina
la accién del NT, puede ser metabolizado en el espacio intersinaptico o bien, se puede recapturar

desde la sinapsis por la terminal nerviosa sinaptica o las células gliales, a través de mecanismos

_ activos, para ser metabolizada. Estos procesos son dependientes de energia
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FIGURA 6
Principales vias glutamatérgicas

(C) Corteza cerebral
(CE) Cuerpo estriado
(Am) Amigdala
(Cb) Cerebelo
(NC) Nucleo caudado
(CS) Coliculo superior
(Hp) Hipocampo
(NGL) Niicleo geniculado lateral
(NR) Nugcleo rojo‘
(O7) Oliva inferior
(SN) Sustancia negra

‘ (T) Talamo
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FIGURA 7
Sintesis, liberacién y recaptura del glutamato (Glu)
E! glutamato es sintetizado a partir de la glucosa mediante ¢l ciclo de los acidos tricarboxilicos
por reacciones de transaminacion; a patir de la glutamina (Gln) por accion de la enzima
glutaminasa o por la fijacion del Nitrogeno a través de la enzima deshidrogenasa glutamica para
ser vesiculado. Cuando un estimulo alcanza a la célula, el Glu es liberado e interactua con sus
receptores postsinapticos abriendo canales iénicos de membrana o activando cascadas de
segundos mensajeros al acoplarse a proteinas G. El Glu puede ser recapturado por la célula

presinaptica o por las células gliales para ser reciclado o metabolizado.
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FIGURA 8
Tipos de receptores a glutamato
Los receptores a Glutamato se dividen en dos tipos :
Tonotropicos:
NMDA (N-metil-D-aspartato) (1)
no-NMDA (AMPA (3) y Kainato(2) )
y Metabotropicos (4):

acoplados a proteinas G, desencadenan cascadas de segundos mensajeros, como la de trifosfato
de inositol y nucledtidos ciclicos.
PP Fosfolipido G Proteina G PIP, Fosfatidil inositol4, 5-bifosfato
1P, Inositol-1, 4, 5-trifosfato DAG Diacilglicerol ibo Ibotenato
ACPD l-amino-ciclopentil-1,3-dicarboxilato PA poliaminas Gly Glicina

REDOX éxido-reduccidn
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FIGURA 9
Estructura general de las catecolaminas
Las catecolaminas son derivados del catecol con una cadena lateral que lieva un grupo amino, el

eatecol es el dihidroxifenol con dos grupos hidroxilo adyacentes.
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FIGURA 10

Sintesis de ]a Dopamina
(TH) Tirosina hidroxilasa
(L-DOPA) L-Dihidroxifenilalanina

(DAAA) Descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos

(DA)Dopamina
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) @CHZ o :



FIGURA 11
Sintesis, liberacién y metabolismo de la dopamina
(TIR) Tirosina
(DOPA} L-Dihidroxifenilalanina
(DA) Dopamina
(MAO) Enzima monoaminooxidasa

(COMT) Enzima catecol-O-metiliransferasa
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Figura 12
Vias dopaminérgicas
Principales vias: Nigroestriatal, mesocortical y tuberohipofisial
(SN) Sustancia negra
(CCA) Corteza cingulada anterior
(CF) Corteza frontal
(NA) Nucleo de Acumbens
(TO) Tubérculo-olfatorio
(EM) Eminencia media

(E) Estriado






Activacién de

1.

2.

59

FIGURA 13
la sintesis de éxido nitrico
Liberacion de Glu

Activacion de R-Glu postsinaptico

_ Entrada de Ca"" a la terminal postsinaptica

. Formacién del complejo Ca**-Calmodulina
. Activacion de la ONS

. Sintesis de ON

7. Difusion de ON a elementos neuronales

circunvecinos
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FIGURA 14

Efecto de la L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 uM sobre la captura de DA-{°’H] en rebanadas
estriatales a los 30 dias en ratas intactas y tratadas con GMS neonatalmente. Los resultados
expresan la media + error estandar de 6 experimentos por duplicado.
Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

e p <0.05, % p <0.001 con respecto a su control

O p<0.001 con respecto al que recibid N-Arg en el grupo intacto.



OHV-N+1

7 0001000720020 0021

SIALLL 11220120 175017,
sl sttt b0 228,
PRI 2RI 00 01 0
1010720000058 007,
29722802200022 0070220,
SIPIILELIEIIIE 11102

7,

0202201200000 08 40,
| o
Lrsesopnsisersos s,

1000000001000 020017.]
170000225 2700000027 |

Rt _ 0
/ - 001

-1 002

1102000070000 7 375004
PIELIIRI 901400004
010000000070 122092
PIILLI 0000072000200,
PIIILL LD L0005 02,
IPTILLIIIL2971 505,

15838

LA
e 27,

— 00€

[ostrssirersiors )
ROLLLIIP 045000720,

s
o R KR
SREEIRS
/

AL PIIDIII 1 20
CIIIIPIII IS0 4
7010720007 90744,82 025
40 402040004201 1020 02

-{ 00¥

(PO s 200008700
Ty
(191N 051 2
v rttptrs 0000000,
VP12 IILL 011104500,
WL PO 00 21)
k00202005050 0020 220407,
50t 000020070 0000 07
PIIIL OIS 101100007,
2P IEPIIIIIIIIPI 220,
2002208002000022701 2}
10070010000 A0 00,
PSP IIIIIIEOIIIL,
brrsrsrssserseesesss)
7120020000000 4009,
11 LLIR 100117002,

~ 00§

ARSI pr bI P
Parriire o PO
LIPS

- 009

AR — 004

—{ 008

(optfar op 8w gz/10wd) {Hl-vd A0 VINLIVD

4 -1 006

1VLVNLSOd avd3 3d svia oe
Oodvidis3 0dd3and




|

63

FIGURA 15

Captura de DA-[’H] en rebanadas estriatales a los 60 dias en ratas intactas y tratadas con

GMS neopatalmente, en presencia de L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 pM. Los resultados

representan la media + error estandar de 4-6 experimentos por duplicado.

Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

GMS.

© p< 0.01 con respecto al que recibié N-Arg en el grupo intacto.
& p <0.05 con respecto a su control.

0 p < 0.05 con respecto al que recibi6 L-Arg en el grupo tratado con



oHv1 Ny TH19 _H_

Q
VA m
- 001 5
c
Jooz &
)
T
i qaog
Soss i U_V
—HQor I
o)
Hoos B
@ - 009 5
uQ
Q.
00 @
g,
| a
008 S

1VLVYNLSOd ava3 3a svid 09
oavidis3 0odd3and




65

FIGURA 16

Efecto de la L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 uM sobre la captura de DA-[*H] en rebanadas de
corteza cerebral a los 30 dias en ratas intactas y tratadas con GMS necnatalmente. Los
resultados expresan la media + error estandar de 6 experimentos por duplicado.

Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

s p < 0.05 con respecto a su control.
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FIGURA 17

Captura de DA-[*H] en rebanadas de corteza cerebral a los 60 dias en ratas intactas y tratadas

con GMS neonatalmente, en presencia de-L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 pM. Los resultados
representan la media + ervor estandar de 6 experimentos por duplicado.

Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

¥¢ p < 0.05 con respecto a su similar en el grupo intacto.
o p < 0.05 con respecto a su control.

> p < 0.05 con respecto al que recibio N-Arg en el grupo tratado

con GMS.
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