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Resumen

La hipofuncién de los receptores del acido glutamico promovida por la administracién de antagonistas del subtipo
de receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) precede a la hiperactividad glutamatérgica compensatoria que puede con-
ducir a un patrén de degeneracién neuronal de las células piramidales en areas del cerebro comunes a las descritas
durante la progresion de la neurodegeneracion en la enfermedad de Alzheimer. El objetivo de este estudio es deter-
minar si la funcién de la caspasa-3 y calpaina se encuentra involucrada en la hiperactividad glutamatérgica inducida
por el maleato de dizocilpina (MK801) y la pilocarpina. El uso de un anticuerpo monoclonal que reconoce la ho-
loproteina oll-espectrina, asi como los fragmentos de esta proteina generados por la caspasa-3 y calpaina, permite
inferir la actividad relativa de estas proteasas. Al mismo tiempo, la determinacién de la concentracién de los ami-
noacidos neurotransmisores excitatorios e inhibitorios en esta condicién experimental permitié establecer la aso-
ciacién entre el metabolismo de aminoacidos neurotransmisores y la activacién de las proteasas. La administracion
de MK801 y pilocarpina promovio la proteolisis de la espectrina por la calpaina en la corteza piriforme, retroesple-
nial, en una manera dosis dependiente, pero no en la corteza entorrina y la amigdala. Asociado a estos eventos, el
contenido tisular de los aminoacidos aspartico, glutamico y glutamina se incrementoé en la corteza entorrina, pero no
en las otras regiones corticales analizadas. Estos hallazgos sugieren que el antagonismo de los receptores de NMDA
denera una actividad de las calpainas inversamente asociada al metabolismo de estos neurotransmisores.
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Abstract

Hypofunction of the NMDA receptor as a consequence of administration of NMDA antagonists leads to a compensa-
tory hyperactivity of the glutamatergic system that may produce a pattern of neuronal degeneration that resembles
Alzheimer’s disease. Antagonists of the N-methyl-aspartate (NMDA) subtype of glutamate receptor induce neuronal
degeneration confined to pyramidal neurons of rat corticolimbic brain areas. The objective of this study is to determi-
ne whether calpain and caspase-3 are involved in the glutamatergic hyperactivity induced by MK801 and pilocarpine
administration. Using a monoclonal antibody that recognizes the holoprotein all-spectrin, as well as fragments gene-
rated by caspase-3 and calpain mediated cleavage of spectrin, we determined activation of these proteases. At the
same time, quantification of amino acids neurotransmitters allowed us to study the association between amino acids
metabolism and activation of these proteases. Administration of MK801 and pilocarpine increases breakdown of all-
spectrin as a result of calpain activation in the piriform and retrosplenial cortex, in a dose-dependent manner. The
concentration of aspartic, glutamic and glutamine increased in the entorhinal cortex. These findings suggest that
NMDA receptor hypofunction induces an activation of calpain that is negatively associated to excitatory neurotrans-
mitters metabolism.
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Introduccion

Se ha dedicado considerable atencién a la diluci-
dacion de los mecanismos responsables de la muer-
te neuronal en enfermedades neurodegenerativas
cronicas, tales como la esclerosis lateral amiotrofi-
ca, la esclerosis multiple, la demencia asociada al
virus de inmunodeficiencia humano, la esquizofre-
nia, la enfermedad de Huntington, de Parkinson y de
Alzheimer (Cotman y Anderson, 1995; Levine y col.,
1999; Behl, 2000; Heintz y Zoghbi, 2000; Hugon y
col., 2000; Honig y Rosemberg, 2000; Shimohama,
2000:; Terry, 2000; Yuan and Yankner, 2000; Raff et
al., 2002; Cepeda y col., 2003; LeBlanc., 2005). En
estas patologias de lenta progresion, asi como en
procesos agudos como el trauma mecanico cerebral,
accidentes cerebrovasculares y epilepsia, aunque
con etiopatogénesis diversa, el dano celular puede
converger en etapas ulteriores hacia eventos comu-
nes en los que predomina la sobreestimulacion de
los receptores de acido glutamico, especialmente los
del subtipo de N-metil-D-aspartato (NMDA), provocan-
do la muerte celular por excitotoxicidad (Zhangy col.,
1998; Pellegrini-Giampietro y col., 1999; Seubert y
col., 1988; Ginsberg y col., 1999; Anguelova y col.,
2000; Kolasa y Harrell, 2000; Nath y col., 2000; Gins-
berg y Martin, 2002;Pike y col.,1998, 2001; Del Rio y
Massieu, 2008).

La muerte neuronal a consecuencia de la excito-
toxicidad se define como una exposicion excesiva al
neurotransmisor glutamato o a la estimulacién exa-
cerbada preferencialmente del subtipo de receptor
de NMDA, que resulta en un incremento en el flujo
del i6n calcio a través del canal i6nico asociado al
receptor. Como una consecuencia de la acumula-
cion continuada de calcio, se puede observar un de-
terioro de la funcién mitocondrial caracterizada por
la pérdida de su potencial de membrana, del influjo
excesivo de calcio y la disminucién de la carga ener-
gética del organelo (Ankarcronay col., 1995; Garcia
y col., 2005). Estos eventos pueden promover un es-
tado de amplificacion de la muerte celular programa-
da a través de la activacion de la quinasa activada por
mitégeno p38 (MAPK)-MEF2C, de las enzimas induc-
toras de apoptosis que incluyen a las caspasas y al
factor inductor de apoptosis (Rameau y col., 2000).
El incremento en el ion calcio ademas puede provo-
car una inactivaciéon de la calpastatina, el inhibidor
enddgeno de las proteasas dependientes de calcio,
denerando formas activas de estas proteasas que a
su vez pueden degradar multiples sustratos que son
requeridos para la integridad de la neurona. Adicio-
nalmente, pueden actuar sinérgicamente con las pro-
teasas de muerte celular, las caspasas, amplificando
su nivel de activacién (Newcomb-Fernandez y col.,
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1997; Nath y col., 2000, 2000a, 2000b; Wang 2000;
(para una revision, Huang y Wang, 2001); Garcia y
col., 2005; Del Rio y Massieu, 2008).

La activacion de las calpainas puede conducir a la
muerte neuronal a través de la degradacion de las
proteinas del citoesqueleto, tales como la actina y la
fodrina (Saido y col., 1993; Robert-Lewis y col.,
1994), de la activacién de la quinasa ciclina 5 activa-
dora de la proteina p35 que puede promover la hiper-
fosforilacion y agregacion de la proteina asociada a
los microtubulos, Tau (Lee y col., 2000; Nath y col.,
2000a). En varios desordenes cronicos neurodegene-
rativos se ha demostrado una actividad alterada de
las calpainas, entre ellos en la esclerosis lateral amio-
trofica (Li y col., 1998), en la enfermedad de Parkin-
son (Mouatt-Prigent y col., 1996) y en la enfermedad
de Alzheimer (Nixon y col., 1994, 2000, 2003; Ayala-
Grosso, 2003).

En la enfermedad de Alzheimer, las caracteristi-
cas histopatolégicas mas relevantes las constituyen
la deposicion extracelular del péptido amiloide en la
tipica placa neuritica y la acumulacién intracelular
de haces neurofibrilares que se caracterizan por la
hiperfosforilacion de la proteina asociada a los mi-
crotubulos, Tau (Braak y Braak, 1991a, 1991b; Cum-
mings y col., 1998; Cummings, 2002; Naslund y
col., 2000; Morris y Price, 2001). La atrofia progresi-
va de amplias zonas del cerebro ocurre por la pérdi-
da de las sinapsis, de las poblaciones neuronales y
ademas por la compresiéon del neuropilo o tejido
intersticial que involucra la red neural constituida
por los axones, dendritas y las células gliales (Dekos-
Ky y Scheff, 1990; Dekosky y col., 1996; Brun y En-
glund, 1981; Thompson y col., 2003).

El desarrollo de la placa senil involucra progresi-
vamente sistemas de neurotransmision especificos
durante el progreso de la patologia, lo que sugiere
una vulnerabilidad diferencial para el sistema coli-
nérgico, seguido por el glutamatérgico y en ultima
instancia el gabaérgico (Bell y col., 2003). Estudios
recientes han demostrado un curso temporal carac-
teristico en donde el sistema glutamatérgico mues-
tra un incremento en su actividad en sujetos con
danos cognitivos leves, como un indicador temprano
del establecimiento de la patologia de Alzheimer
(Bell y col., 2007).

La muerte neuronal puede ocurrir en la fase tem-
prana de la patologia y progresa consistentemente
con la acumulacién de los haces neurofibrilares que
en pacientes de Alzheimer en estado avanzado se
encuentran en su mayor grado de acumulaciéon. Sin
embargo, la disminucién de la densidad de esta sub-
poblacién neuronal excede tanto a los indices de
acumulacion de los haces neurofibrilares como los
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de la densidad de las placas seniles, por lo que la
muerte neuronal pareciera ser un evento resultante
de diversos factores. Esta ocurre especialmente en
las poblaciones neuronales constituidas por neuro-
nas piramidales glutamatérgicas responsables de los
circuitos intracorticales y extracorticales, que se
caracterizan por un elevado contenido de neurofila-
mentos de mediano y elevado peso molecular, en
consecuencia su degeneracion conlleva un compro-
miso de la funcion cortical en los procesos de apren-
dizaje y memoria (Morrison y Hof, 1997; Hof y col.,
1990, 2002; Morrison y col., 2002; Bussiere y col.,
2003; Ayala-Grosso y col., 2008).

En estudios recientes hemos determinado, en
muestras de autopsia de cerebros de pacientes diag-
nosticados con un estado avanzado de la enferme-
dad de Alzheimer, la acumulacién de fragmentos
proteoliticos derivados de la proteina precursora del
péptido amiloide (Ayala-Grosso y col., 2002) y de la
espectrina como resultado de la actividad relativa de
la caspasa-3 y la calpaina en las neuronas piramida-
les de la corteza frontal inferior y temporal superior
(Ayala-Grosso, 2004; Ayala-Grosso y col., 2006). Es-
tos resultados han sugerido que la activaciéon de las
proteasas caspasas y la calpaina contribuyen a la
muerte neuronal en la enfermedad de Alzheimer.

Una de las propuestas que ha pretendido explicar
la degeneracion selectiva de este tipo celular se fun-
damenta en un ciclo de amplificacion anémalo que
se originaria por una reduccién de la actividad gluta-
matérgica intracortical (Olney y col., 1998); esto libe-
raria la actividad colinérgica de los circuitos largos
que provienen del nucleo basal de Meynert, por una
reduccion del tono inhibitorio intrinseco de la corte-
za cerebral provisto por la actividad GABAérgica res-
ponsable del control del nivel de excitacion en las
diferentes capas de la corteza. Esta proposicion pa-
reciera factible de ocurrir en un estadio inicial de la
patologia y constituye una propuesta tedrica que
pudiera tener su demostracién experimental en los
paradigmas descritos por Corso y col., (1997), Woz-
niak y col., (1998) y Farber y col. (2002), en los que
se establece la disminucion selectiva de poblaciones
de las neuronas piramidales a consecuencia de la
hipofuncién glutamatérgica y activacién colinérgica.

Sin embargo, siguiendo el esquema de experi-
mentacion provisto por estos estudios, no se ha
explorado la dinamica de los aminoacidos neuro-
transmisores a consecuencia de la hipofuncién glu-
tamatérgica, ni se ha establecido si la actividad de
las proteasas de dependientes de calcio y/o de las
caspasas (proteasas involucradas en la muerte ce-
lular programada) se encuentran implicadas en el
proceso de lesion. Dado que existe una relacion
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estrecha entre el metabolismo de los aminoacidos
aspartico, glutamico, glutamina y y-amino butirico
(GABA), ya sea porque converden hacia vias metabé-
licas comunes o porque en su transformacién pue-
den incorporarse a los reservorios respectivos de
sustrato o producto, la determinacién de sus niveles
puede ser indicativa de la dinamica de estos neuro-
transmisores durante la hipofuncion glutamatérgica.

En este estudio se establece la dinamica de los
aminoacidos neurotransmisores mediante: a) la de-
terminacién del contenido tisular de aminoacidos
neurotransmisores por cromatografia liquida de alta
resolucion en regiones especificas de la corteza ce-
rebral proveniente de ratas tratadas con vehiculo
(control) o con el tratamiento combinado de MK801
y pilocarpina. La utilizacioén del antagonista glutama-
térgico en adiciéon al agonista muscarinico se basa
en una accioén sinérgica que promueve una actividad
aun mayor del eje glutamatérgico, tal como ha sido
demostrado previamente (Corso y col., 1997; Woz-
niak y col., 1998; Farber y col., 2002). Al mismo
tiempo se infiere la actividad enzimatica de la calpai-
na y la caspasa-3 mediante la determinaciéon de la
acumulacion de fragmentos de la proteina del citoes-
queleto B-ll-espectrina proveniente del clivaje dife-
rencial por estas proteasas.

Materiales y métodos
PREPARACION DE COMPUESTOS

Maleato de dizocilpina (MK801)

El antagonista del receptor de NMDA, MK801
(maleato de dizocilpina, Sigma, MO, USA) se disolviod
en solucion salina (0.9% p/v) y se inyecté intraperito-
nealmente (i.p.) (en una dosis tinica de 2.5, 5.0 6 10
mg/kg). El agonista muscarinico, pilocarpina (Sigma,
MO, USA) se disolvio en solucién salina y se adminis-
tré en una dosis de 10 mg/Kg subcutanea, 45 min
después del MK801. Los animales fueron manteni-
dos hasta cuatro dias después de la administracion
de los compuestos de interés. Transcurridos cuatro
dias, fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(50 mg/Kg, ip) y decapitados para extraer el cerebro.

ANIMALES EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-
Dawley (Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel,
Universidad Central de Venezuela) de 275 a 325 g
de peso corporal, que tuvieron acceso libre al agua y
al alimento, con un régimen de iluminacién de luz
diaria de al menos 12 h. Los animales se mantuvie-
ron en jaulas en nidmero no mayor de cuatro anima-
les y fueron trasladados al laboratorio experimental
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por lo menos 72 horas antes de realizar los expe-
rimentos.

DISECCION Y EXTRACCION DEL TEJIDO CEREBRAL

Los animales fueron sacrificados por decapi-
tacion y el craneo se fractur6é rapidamente mediante
una pinza corta hueso a fin de exponer el cerebro,
el tejido se lavd con la solucion requerida para el ti-
po de analisis a 4 °C, con el fin de preservar los ana-
litos de interés y se mantuvo inmerso en él hasta su
microdiseccion.

El cerebro fue seccionado en rebanadas de 2
mm, por secciones en direccion rostral caudal, que
se colectaron en una capsula de petri; las rebanadas
se seleccionaron sobre un portaobjetos y se ordena-
ron en direccion rostral caudal, manteniendo la
orientacion. Seguidamente se colectaron la corteza
retroesplenial, piriforme y entorrinal, y posterior-
mente se tomaron secciones de la amigdala median-
te la técnica de «punch de tejido».

Siguiendo el esquema de experimentacién, 8 a 12
animales control (salina) o lesionados (tratados) fue-
ron decapitados bajo anestesia profunda. El cerebro
se mantuvo en una solucién tampén mantenida en
hielo de Tris-HCI 0,05 M (Gibco) que contenia 0,002 M
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA, Gibco).

La obtencion de la corteza piriforme, entorrinal,
retroesplenial y el nucleo central de la amigdala se
logré mediante una diseccién de rebanadas de 2 mm
obtenidas con un bloque calibrado de diseccién o la
técnica de punch. Las muestras se preservaron a
—80 °C hasta su analisis.

ANALISIS POR WESTERN BLOT DE MUESTRAS
DE CORTEZA CEREBRAL

El dia del analisis, las muestras se homogeniza-
ron con 0,15 ml de tampén de lisis TNE (0,05 M Tris,
1% nonidet-40, 0.002 M EDTA) conteniendo un mini-
coctel de inhibidor de proteasas (Roche), y se man-
tuvieron en hielo por 30 min, para ser centrifugadas
a 27000 g por 25 min. a 4°C.

La concentracion de proteina del sobrenadante
del homogenizado del tejido se determiné mediante
el método de Lowry, utilizando la albiimina sérica de
bovino como estandar. Se prepararon muestras ba-
lanceadas de proteinas para electroforesis en gel en
un tampon de carga que contiene 0,25 M Tris (pH
6,8), 0,2 M ditiotreitol (DTT), 8% sodium dodecil sul-
fato (SDS), 0,02% azul de bromofenol, y 20% glice-
rol en agua destilada. Las muestras se incubaron por
5 min a 95 °C. Para cada linea se sembraron 45 micro-
gramos de proteina que se resuelven en geles al 6%
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acrilamida/Bis-acrilamida, 2h a 110 voltios. Transcu-
rrida la electroforesis, las proteinas separadas se
transfieren lateralmente a membranas de nitrocelu-
losa de 0,45 micrometros en un tampon de transfe-
rencia que contiene 0.192 M de glicina, 0.025 M tris
(pH 8,3) y 10% metanol a un voltaje constante de 15
voltios por 15 h a 4 °C. Para controlar una transfe-
rencia exitosa de las proteinas y asegurar una carga
homogénea de las proteinas por linea, se realiz6 ruti-
nariamente una tincion de Rojo de Ponceau (Sigma,
St. Louis, Mo, USA).

Con el objeto de iniciar la inmunodeteccion de
las bandas resueltas, las membranas se incubaron
por una hora a temperatura ambiente con una solu-
cion al 5% de leche descremada en solucion tampén
Tris (pH 8,3). Los inmunoblots de extractos proteicos
de tejido cortical se probaron con el anticuerpo mo-
noclonal generado contra all-espectrina (MAB-1622,
Chemicon, Temecula, Cal.USA) que detecta la holo-
proteina de 280 kDa asi como los fragmentos de 150,
145y 120 kDa. La naturaleza de estos fragmentos
proteoliticos se ha descrito previamente (Nath y col.,
2000, Wang y col 1998, Wang, 2000). Primeramente,
dos fragmentos proteoliticos no idénticos de 150 kDa
son producidos tras ocurrir la activacion de la calpai-
na o la caspasa-3. Luegdo el fragmento de 150 kDa que
reserva el carboxi-terminal de la proteina original se
degrada por la calpaina para dar un fragmento de 145
KDa (Nath y col., 1996) o por la caspasa-3 para gene-
rar un fragmento de 120 kDa (Figura 1).

Las membranas se incubaron por 2 horas a tem-
peratura ambiente con el anticuerpo MAB1622 (dilu-
cién 1/1000, v/v) diluido en una solucién al 5% en
leche descremada. Transcurrido el tiempo, las mem-
branas se lavaron con una solucion tampon y poste-
riormente se incubaron a temperatura ambiente a
una dilucion 1/5000 (v/v) con el anticuerpo secun-
dario de amplificaciéon conjugados a la peroxidasa
del rabano: IgG cabra antirraton. La senal especifica
fue desarrollada usando reactivos de quimioluminis-
cencia (Supersignal, Pierce o ECL (Amersham) y
detectada mediante emulsion fotografica Kodak
Biomax ML. La densidad oOptica relativa se determino
mediante un lector de geles de Pharmacia Biotech
para el que se desarrollé un protocolo de determina-
cion de densidad optica con una respuesta densito-
métrica lineal y de baja saturacion.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS
AMINOACIDOS NEUROTRANSMISORES EN ANIMALES
TRATADOS CON VEHICULO, PILOCARPINA Y/O MK801

Los animales fueron sacrificados por decapita-
cién y en un tiempo menor de 120 seg el cerebro se
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Figura 1. Esquema de la proteina oll-espectrina y de los si-
tios susceptibles a clivaje por las proteasas caspasa-3 y cal-
paina. A) El peso molecular de la proteina oll-espectrina es
aproximadamente 280 kDa. La activacién de la calpaina y
caspasa-3 trae como consecuencia el clivaje de la proteina
all-espectrina y la generacién de dos fragmentos diferentes,
pero de un peso molecular similar aproximado de 150 kDa.
Panel superior: El fragmento generado por la calpaina es cli-
vado posteriormente por la misma proteasas para generar
un segundo fragmento de 145 kDa. Panel inferior: El frag-
mento primario de 150 kDa generado por la caspasa-3 es cli-
vado por la misma proteasa para dar un producto de 120
kDa. B) Esquema del clivaje de la proteina all-espectrina y de
los fragmentos determinados por western blot en homoge-
nizados de cerebro de rata.

extrajo en acido perclérico 0,05 N a 4 °C. Las rebana-
das de tejido cerebral obtenidas tal como se descri-
bi6 previamente se manipularon en acido perclérico
0,05 N a 4 °C. El contenido de amino acidos se de-
terminé segun el método de Donzanti y Yamamoto
(1988) modificado por Ayala-Grosso y Urbina (1999).
Los sobrenadantes se prederivaron con O-ftalaldehi-
do (OPA) para su analisis posterior por cromatografia
liquida de alta resolucién (Waters), en un sistema iso-
cratico utilizando una columna Resolve C18 de 4 um
y un detector de fluorescencia con una Aexc de
340 nm y un Aem de 420 nm. La fase movil consistié
de una solucién tampén de fosfato dibasico de sodio
0,1 M, EDTA 1 uM y 34% metanol (HPLC) ajustada a
pH 6,0 con acido fosforico al 85%. La solucion se fil-
tr6 a través de una membrana de nitrocelulosa de
0,22 uM que se satura con nitrégeno para evitar la
acumulacién de burbujas en el sistema cromatogra-
fico, que se estabiliza a un flujo de 1 ml/min durante
45 min, posteriormente se ajusté a un flujo de tra-
bajo de 0,9 ml/min.

La cuantificaciéon de los aminoacidos se realizo
por derivacién precolumna con una solucion de tra-
bajo de OPA que contiene 27 mg de OPA en 1 ml de
metanol, enrasado a 10 ml con una solucién de tetra-
borato de sodio pH 9,3 (Sigma) y activada con B-mer-
Revista Facultad de Farmacia - Nel

Vol. 72 - * 2009

captoetanol, que se coloca 24 horas antes de su utili-
zacion, la solucion se mantiene en frasco ambar y se
prepara cada semana para obtener una respuesta
optima. El contenido tisular de los aminoacidos se
expreso en ng/mg de proteinas.

ANALISIS ESTADISTICO

La concentracion de los aminoacidos (asp, glu,
ser, gln, tau, gaba) y la densidad 6ptica relativa para
los fragmentos de espectrina por calpaina o caspasa-
3 se estimaron en las areas de interés. Se aplicd un
analisis de varianza de una via (ANOVA), no paramé-
trico (Kruskall-Wallis) de diseno mixto (dos factores-
dentro (area de la corteza) y un factor entre (sujeto
control vs tratado) para comparar la concentracion
de aminoacidos o fragmentos de espectrina en las
regiones de la corteza cerebral de interés. La prueba
estadistica fue considerada significativa para un va-
lor de probabilidad p<0,05. Los analisis estadisticos
se llevaron a cabo mediante el programa Prisma (ver-
sién 4.0, 2003).

Resultados
ANALISIS CONDUCTUAL

Posterior a la administraciéon del MK801, se ob-
servo una conducta estereotipada que se caracteriza
por una hiperactividad locomotora inicial, acompa-
nada de salivaciéon y conducta de olfateo profusa, se-
guida por una fuerte ataxia (analisis conductual no
mostrado). Estas conductas se presentaron durante
los primeros 5 a 10 min. después de la administra-
cion del MK801 y fueron dependientes de la dosis; la
ataxia fue el comportamiento predominante para las
dosis de 5y 10 mg/kg de peso corporal. Los anima-
les que recibieron una dosis de 2,5 mg/kg se recupe-
raron tras un periodo de 4 a 6 horas durante el cual
se mantuvieron ataxicos. En contraste con estudios
anteriores (Corso y col., 1997; Wozniak y col., 1998;
Farber y col., 2002), los animales tratados con una
dosis de 10 mg/Kg mostraron una recuperacion limi-
tada, la ataxia se prolongd por periodos mayores de
24 horas, con una movilidad muy limitada y disminu-
yeron de peso significativamente. En muchos casos
los animales no se recuperaron y murieron por deshi-
dratacién e inanicién. La mortalidad sobrepasé el
75% en los grupos tratados. Se decidi6 no repetir la
administracion de esta dosis por considerarla inade-
cuada éticamente para los estudios.

DETERMINACION INDIRECTA DE LA ACTIVIDAD
DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS CALPAINA
Y CASPASA-3

Asociado a la administracion del antagonista del
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Figura 2. La administraciéon de MK801 resulta en la acumu-
lacién los fragmentos de all-espectrina de 150 kDA (A) y
145 kDA (B) en la corteza piriforme y retrosplenial Se en-
contré una interaccion significativa entre el tratamiento y
la region del cerebro analizada para los fragmentos de oll-
espectrina de 150 kDa (F(4,13)=7.00, P<0.005) y 145 kDa
(F(4,13)=5.66, P<0.01). Ademas, particularmente se encon-
tro un incremento sgnificativo del fragmento de 150 kDa en
la corteza piriforme para 2,5 mk/Kg de MK-801 (P<0.01].
Conforme la dosis de MK801 incrementa, no se observaron
diferencias en los valores de densidad optica (OD) entre 5,0
y 10,0 mg/Kg de MK-801. Los fragmentos de 145 y 150 kDa
incrementaron en la corteza piriforme a una dosis menor
respecto ala corteza retroesplenial.

receptor de NMDA se determiné la acumulacion de los
fragmentos de 150 kDa (Fig 2A) y 145 kDA (Fig 2B) en
la corteza piriforme y retroesplenial. Se determino
una interaccién significativa entre estructura y trata-
miento (ANOVA de 2 vias) para los fragmentos de 150
kDa (F(4,13)=7,00, P<0,005)y 145 kDa (F(4,13)=5,66,
P<0,01. Particularmente se encontré un incremento
significativo para el fragmento de 150 kDa en la corte-
za piriforme para la dosis de 2,5 mk/Kg of MK-801
(P<0,01). No se encontraron diferencias significativas
en los valores relativos de densidad 6ptica para las
dosis de 5,0 y 10,0 mg/Kg de MK-801. El fragmento
de 120 kDa de la espectrina, asociado a la actividad
de la caspasa-3, se determiné en los extractos de te-
jido provenientes de la corteza piriforme y retroes-
plenial, sin embargo no se encontré un incremento
significativo para ninguno de los tratamientos admi-
nistrados (resultados no mostrados). Adicionalmen-
te, tampoco se demostraron cambios significativos
en los niveles de los fragmentos generados por la cal-
paina o caspasa-3 bajo ningun tratamiento en la cor-
teza entorrinal y en la amigdala.

Analisis de aminoacidos

El contenido de los aminoacidos asp, glu, gin,
ser, tau y gaba se determiné en la corteza entorrinal,
retroesplenial, piriforme y amigdala, en animales tra-
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Figura 3. Propuesta del mecanismo de adaptacién del siste-
ma glutamatérgico a la administracién del MK801 y la pilo-
carpina. Neuronas piramidales glutamatérgicas pueden
incrementar su descarga debido a la inhibicion de la influen-
cia GABAérgica sobre los eferentes glutamatérgicos y coli-
nérgicos. La liberacién prolongada del glutamico produce
un incremento en la actividad enzimatica de las calpainas
que degradan a la espectrina en la corteza piriforme y retro-
esplenial.

tados con solucion salina (controles), con pilocarpi-
na sola y/o acompanada de MK801 (tratados).

En los animales controles, la concentraciéon de
los aminoacidos en las areas corticales estudiadas
mostrd un predominio particular del aminoacido glu-
tamico, seguido de glutamina y gaba (Tabla I). En
contraste, en la amigdala la concentracién de amino-
acidos fue similar.

En la corteza entorrina (Tabla II), posterior a la
administracion de dizocilpina y de ésta en combina-
cion con pilocarpina se demostré un incremento sig-
nificativo en los aminoacidos glutamico (ANOVA una
via, F(2, 4)= 10,82, P<0,0004), aspartico (ANOVA ,
F(2, 4)=5,46, P< 0,0088; y glutamina (ANOVA una
via, F(2, 4)= 5,78, p< 0.0075). Adicionalmente, se
determiné que la pilocarpina no modifico la concen-
tracion de estos aminoacidos cuando se comparan
con los contenidos de los animales tratados con sali-
na (controles) (multicomparacién con correccion de
Bonferroni). Sin embargo, en un analisis mas detalla-
do del efecto del MK801 en combinacién con la pilo-
carpina se observ6 que el contenido de glutamico
increment6 significativamente para las dosis de 2,5
y 5 mg/Kg (P<0,001 y P<0,05) respectivamente, con
respecto a los animales controles. De la misma ma-
nera, la glutamina incremento, para la dosis de 2,5
mg/Kg de MK-801, con respecto a salina (P<0,01) y
pilocarpina (P<0,05); este efecto sin embargo no se
encuentra para la dosis de 5 mg/Kg. Por ultimo, el
contenido del aminoacido aspartico incrementé sig-
nificativamente para la dosis de 5 mg/Kg de MK801
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cuando se compara con salina o pilocarpina, y que
el contenido de las ultimas no fue diferente entre si.

El tratamiento de pilocarpina solo o en combina-
cion con cualquiera de las dosis administradas de
MK801, no produjo cambios significativos en la con-
centracion tisular de asp, glu, gln en la corteza retro-
esplenial (Tabla III), corteza piriforme (Tabla IV) y
amigdala (Tabla V), ni tampoco en los de serina, tau-
rina y gaba para ninguna de las regiones estudiadas.

Discusion

La respuesta fisiolodgica inmediata al bloqueo del
receptor de NMDA es una disminucién de la inhibicién
gabaérgica sobre los aferentes excitatorios de dos
principales vias que ingresan a la corteza cerebral, a
saber: 1. las colinérgicas que provienen del nucleo
basal magnocelular; y 2. los glutamatérgicos que se
originan en el talamo. La adicidén en este paradigma

Tabla I

Contenido de aminoacidos
(ng/mg de proteinas)

Regioén Aspartico Glutamico Glutamina Serina Taurina Aminobutirico
Corteza 0.04 + 0.008 0.13+0.02 0.09 £ 0.03 0.010 £ 0.003 0.07 £ 0.03 0.03 £ 0.02
retroesplenial (5) (5) (5) (5) (5) )
Corteza 0.03 £ 0.001 0.12+0.01 0.07 £ 0.01 0.013+0.001 0.03 £ 0.007 0.06 + 0.004
entorrinal 5) 5) 5) (5) 5) (5)
Corteza 0.10 £ 0.006 0.14 £ 0.016 0.22 £ 0.09 0.03 £ 0.002 0.09 £ 0.007 0.11 £0.02
piriforme (5) (5) (5) ()] &) )
Amigdala 0.06 + 0.02 0.07 £ 0.02 0.02 + 0.002 0.05 + 0.02 0.05+0.03 0.05+0.03
(4) (4) (4) (4) (4) (4)
Tabla II
Corteza entorrinal
(ng/mg de proteinas)
Condicién Aspartico Glutamico Glutamina Serina Taurina Aminobutirico
Salina 0.03 + 0.0004 0.12 + 0.007 0.074 £0.0045 | 0.012 £0.0005 | 0.031 +0.0035| 0.006 + 0.002
(4) (4) (4) (4) (4) (4)
Pilocarpina 0.079 £ 0.053 0.40+0.26 0.25+0.17 0.027 £0.015 0.41 £ 0.003 0.016 £ 0.005
(5) NS (5) NS (5) NS (5) (5) (5)
Pilocarpina 0.052 £ 0.004 0.20+0.014 0.13+£0.020 0.016 £0.0023 | 0.065+0.006 | 0.074 £ 0.034
+MK801 (3) NS (3) x> (3) *,** (3) (3) (3)
(2.5 mg/Kg)
Pilocarpina 0.059 £ 0.003 0.17 £ 0.007 0.010 £ 0.02 0.018 £ 0.002 0.09 £ 0.007 0.03 £ 0.005
+ MK801
(5 mg/Kg) (3= (3 3 3 3) 3
Efecto de F(2, 4)=5.46, F(2, 4)= F(2, 4)= NS NS NS
tratamiento p <0.0088 10.82, 5.78,
o p < 0.0004 p <0.0075
Anova 1 via
Bonferroni *p<0.05Vs *p<0.05Vs *p<0.05Vs
post test salina, salina pilocarpina
pilocarpina **p<0.01Vs **p <0.01
pilocarpina Vs salina
***p<0.001
Vs salina
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Tabla III

Corteza retroesplenial
(ng/mg de proteinas)

Condicién Aspartico Glutamico Glutamina Serina Taurina Aminobutirico
Salina 0.04 + 0.008 0.13 £ 0.02 0.09 £0.03 0.010 £ 0.003 0.07 £ 0.03 0.03 £ 0.02
(3) (3) (3) (3) (3) (3)
Pilocarpina 0.03 £ 0.002 0.12 + 0.02 0.07 £0.01 0.007 £ 0.001 0.07 £ 0.02 0.08 £ 0.08
(3) (3) (5) (3) (3) (3)
Pilocarpina
+MK801 0.05 £ 0.03 0.12 + 0.03 0.09 £ 0.03 0.012 £ 0.005 0.13+0.03 0.04 + 0.02
(2.5 mg/Kg) (3) (3) (3) (3) (3) (3)
Pilocarpina
+MK801 0.04 + 0.002 0.13 + 0.02 0.08 £ 0.02 0.007 £ 0.0007 | 0.06 + 0.005 0.05 + 0.04
(5 mg/Kg) (3) (3) (3) (3) (3) (3)
Tabla IV
Corteza piriforme
(ng/mg de proteinas)
Condicién Aspartico Glutamico Glutamina Serina Taurina Aminobutirico
Salina 0.10 £ 0.006 0.14 £ 0.016 0.22 +0.09 0.03 £ 0.002 0.09 £ 0.007 0.11 £ 0.02
(5) (3) ) (65 () (5)
Pilocarpina 0.04 + 0.01 0.07 £ 0.02 0.07 £ 0.02 0.01 + 0.004 0.03 £ 0.02 0.06 £ 0.05
(3) (3) (3) (3) (3) (3)
Pilocarpina
+MK801 0.04 + 0.02 0.08 + 0.04 0.10 £ 0.06 0.012 £ 0.007 0.03 £0.01 0.03 £ 0.0003
(2.5 mg/Kg) (3) (3) (3) (3) (3) (3)
Pilocarpina
+MK801 0.04 £ 0.03 0.09 + 0.04 0.22 £ 0.02 0.014 + 0.006 0.03 £ 0.02 0.05 £ 0.02
(5 mg/Kg) (3) (3) (3) (3) (3) (3)
Tabla V
Amigdala
(ng/mg de proteinas)
Condicién Aspartico Glutamico Glutamina Serina Taurina Aminobutirico
Salina 0.06 = 0.02 0.07 £ 0.02 0.02 £ 0.002 0.05 £ 0.02 0.05 £ 0.03 0.05 £ 0.03
4) 4) 4) 4) (4) (4)
Pilocarpina 0.04 + 0.03 0.05 = 0.04 0.12 £ 0.07 0.02 £0.01 0.03 £ 0.03 0.05 + 0.04
(3) (5) ) (5) (3) (5]
Pilocarpina
+MK801 0.05 £ 0.02 0.09 £ 0.006 0.13 + 0.003 0.03 £ 0.02 0.05 £ 0.03 0.02 £ 0.02
(2.5 mg/Kg) (3) (3) (3) (3) (3) (3)
Pilocarpina
+MK801 0.05 £ 0.003 0.07 £ 0.006 0.12 + 0.07 0.07 + 0.04 0.04 + 0.02 0.08 £ 0.05
(5 mg/Kg) (3 3) (3) (3) (3) (3)
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experimental de un agonista muscarinico trae como
consecuencia una actividad atin mayor de las neuro-
nas corticales que son moduladas presinapticamente
por los receptores muscarinicos. Como un resultado,
una vez bloqueada la modulacion ejercida por el neu-
rotransmisor glutamico, se genera una hiperexcitabi-
lidad refleja de los eferentes corticales que activan
aln mas a las neuronas glutamatérgicas piramidales
para compensar la reduccién del control del neuro-
transmisor glutamico, promovida por la presencia del
antagonista (Figura 3).

La hipoétesis de este trabajo plantea que un ingre-
so desregulado del i6n calcio a la célula piramidal,
activando a las proteasas dependientes de calcio, las
calpainas y la consecuente degradacion de las pro-
teinas del citoesqueleto, esta demostrada significati-
vamente en la corteza piriforme y retroesplenial. La
evidencia de una acumulacién de los fragmentos de
espectrina generados por las calpainas en la corteza
piriforme y corteza retroesplenial es consistente con
la hipo6tesis que la hipofuncién del subtipo de recep-
tor de NMDA, a consecuencia de la administracién
del MK801 y la hiperexcitabilidad compensatoria del
sistema glutamatérgico, involucra una acumulacién
continuada del i6n calcio que puede estar asociado
a la degeneracion de estas regiones corticolimbicas
del cerebro de la rata.

La aproximacién metodolégica del uso de anti-
cuerpos dirigidos a los epitopes generados de novo
por la caspasa-3 y la calpaina en los fragmentos de la
espectrina ha permitido la determinacion de la contri-
bucién relativa de una u otra proteasa, bajo estas con-
diciones experimentales. Estos resultados coinciden
con la utilizacién de anticuerpos generados contra
epitopes generados de novo en procesos neurode-
generativos, en lesiones inducidas mecanica o quimi-
camente. Adicionalmente, son consistentes con la
demostraciéon del papel de las calpainas en procesos
neurodegenerativos agudos o cronicos (Gervais y col.,
1999; Ayala-Grosso y col., 2006; Ray y col., 2006; Del
Rio y Massieu, 2008).

En contraste con este efecto, la aparente no acti-
vacion de estas proteasas y la consecuente carencia
de acumulacién de fragmentos de espectrina en la
corteza entorrina o en el nucleo central de la amig-
dala, sugieren un mecanismo diferente en la res-
puesta de estas areas o nucleos del cerebro.

En otros estudios se ha demostrado que la admi-
nistracion de antagonistas de NMDA no provoca una
respuesta homogénea en todas las areas del cere-
bro. De hecho, la administracién de antagonistas de
MK801, en dosis similares a las de este estudio (3
mk/Kg), produce una induccién de los genes c-FOS,
FOS B y JUN B en la lamina III de la corteza retroes-
Vol. 72 -
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plenial y s6lo en las IV y VI de la neocorteza, mien-
tras que KROX-24 fue inhibida en todas las laminas
menos en la 1V, y JUN D fue inducida homogénea-
mente en todas las laminas de la neocorteza. Ade-
mas, en regiones subcorticales como el nucleo
medial talamico ¢-FOS fue inducido, mientras que
c-JUN y JUN D no (Gass y col., 1993), y para una do-
sis de 2,5 mg/Kg de Mk801 no se observé inducciéon
de c-FOS en la amigdala (Vaisannen y col., 2004).

La administraciéon de MK801 trae como conse-
cuencia un incremento en la utilizacion de glucosa
en la corteza cingulada y retroesplenial y una dismi-
nucion en las laminas Il y IV de la corteza soma-
tosensorial (Kurumaji y col., 1989). Sin embargo, la
induccién de genes de respuesta inmediata y tem-
prana no se encuentra asociada con las mismas zo-
nas en donde se encuentra hipermetabolismo o
hipometabolismo, por lo que la accion del antago-
nista involucra una respuesta atiin mas compleja
(Gass y col., 1993).

La heterogeneidad en los efectos promovidos
por MK801 en la lamina Il de la corteza cingulada y
retroesplenial, puede justificar la expresion de los
signos positivos como los negativos de la esquizofre-
nia. Los sintomas positivos pueden estar asociados
con el incremento de la liberacion de dopamina y
una actividad disfuncional del circuito polisinaptico
que involucra a la corteza cingulada, los ganglios
basales y la proyeccién talamo-cortical, mientras que
los sintomas negativos pueden estar asociados a
una reducida transmision glutamatérgica y a alte-
raciones en el circuito que involucra a la corteza pre-
frontal dorsolateral, el ganglio basal y el talamo
cortical (Thaker y Carpenter, 2001).

Los circuitos que median la excitotoxicidad pue-
den a su vez mediar la psicosis episddica en la es-
quizofrenia. Tomando en cuenta esta propuesta, los
antagonistas no competitivos del receptor de NMDA
como la fenciclidina bloquean los receptores en las
neuronas gabaérgicas del nucleo reticular del tala-
mo, y en consecuencia decrece el tono inhibitorio
de las neuronas de proyeccion talamica del nucleo
anterior del talamo. Asi, las neuronas talamicas hi-
peractivadas sobre-estimulan a las neuronas gluta-
matérgicas de la corteza retroesplenial a través de
receptores AMPA y Kainato (Tomitaka y col., 2000).

En comun con otros estudios, el uso de antago-
nistas de NMDA como fenciclidina, ketamina o el
MK801 produce alteraciones conductuales que son
comunes en los desérdenes psiquiatricos, particular-
mente la psicosis (Krystal y col., 1994; Lahti y col.,
1995). Cuando se administran los antagonistas a la
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rata se produce un comportamiento estereotipado,
que se asemeja al componente negativo observado
en psicosis, de ahi su utilidad como modelo animal
de esta patologia (Javitt y Zukin, 1991). Adicional-
mente al componente asociado a la psicosis, el an-
tagonismo de los receptores de NMDA produce un
deterioro en procesos cognitivos como aprendizaje y
memoria (Riedel y col., 2003; Taffe y col., 2002).

Nuestros resultados sustentan que la administra-
cién de MK801 y pilocarpina producen cambios
principalmente en el metabolismo de glutamico y
glutamina. La reduccién de la glutamina sugiere una
disminucion de la liberacion del neurotransmisor.
Sin embargo, esta respuesta es la consecuencia de
la interaccion de, al menos, tres sistemas, a saber: el
colinérgico, el glutamatérgico y el GABAérgico.

En la corteza entorrinal el incremento de gluta-
mico promovido por el tratamiento con MK801 y
pilocarpina se podria explicar basado en el circuito
delineado arriba: la pilocarpina en los estados inicia-
les del tratamiento, al estimular a las neuronas pira-
midales, promoveria una liberacion aiin mayor de
glutamico con respecto a la liberaciéon que ocurre
durante la funcidon normal de este sistema. Como
una consecuencia, al activarse los receptores NMDA
expresados sobre las neuronas gabaérgicas, éstas
inhiben de forma directa e indirecta las neuronas
glutamatérgicas, disminuyendo asi la liberacion del
neurotransmisor. Las calpainas, dentro del espectro
de funciones que se les asocia, se encuentran invo-
lucradas en la regulacion de la transmisién sinaptica
a través del clivaje de los receptores postsinapticos
(Guttman y col., 2001) y sus proteinas de anclaje (Lu
y col., 2001). Recientemente se ha demostrado que
la activacion de las calpainas podria estar asociada a
la inhibicién de la liberacion del neurotransmisor. En
nuestro estudio, la acumulacién de los aminoacidos
glutamico y glutamina en la corteza entorrina es indi-
cativa de una disminucion del recambio del neuro-
transmisor, lo que a su vez puede estar asociado a
una inhibicién de su liberacién. Estos hallazgos
podrian coincidir con el papel regulador e inhibitorio
de las calpainas en la liberacién del neurotransmi-
sor, quizas a través del clivaje de la proteina asocia-
da al sinaptosoma (SNAP-25) que es esencial para la
exocitosis (Ando y col., 2005).

La heterogeneidad en la acumulaciéon de los ami-
noacidos en algunas regiones del cerebro, asi como
en los fragmentos generados por la calpaina o caspa-
sa 3, sugiere una relaciéon compleja entre el metabo-
lismo del aminoacido y la activacion de las calpainas
y caspasa-3 posterior a la administracion de la dizo-
cilpina. En la evolucién de los estudios de la patolo-
gia de Alzheimer la atencion hacia el sistema
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colinérgico ha sido la predominante, dejando otros
sistemas poco explorados. En este contexto, el aci-
do glutamico, el neurotransmisor mas abundante en
la corteza y el hipocampo, areas del cerebro que son
afectadas de manera significativa en la patologia de
Alzheimer, adquiere una especial relevancia. De he-
cho, la demostracion de la atrofia cortical basada en
las neuronas piramidales glutamatérgicas sugiere un
papel crucial de la fisiologia de este neurotransmisor
en dicha patologia. Alin mas, resultados controver-
siales en cuanto a los valores de los marcadores glu-
tamatérgicos, como reduccion en la captaciéon del
aminoacido o disminucién en la densidad de termi-
nales glutamatérgicos, reduccién en los receptores
del neurotransmisor (Greenamyre col., 1985y 1987),
ha sido interpretado como disminucioén en la activi-
dad de este sistema (Geddes y Cotman, 1986; Ged-
desy col., 1986). Adicionalmente, la disminucién en
el contenido tisular del aminoacido en autopsias de
cerebros de individuos diagnosticados con la enfer-
medad de Alzheimer sin hacer distincién entre los
reservorios neuronales y metabodlicos, hace que la in-
terpretacion de esta evidencia no sea trivial (Hyman
y col., 1987; Greenamyre y col., 1988).

En estudios recientes se ha descrito un incre-
mento de botones glutamatérgicos en individuos
con dano cognitivo leve, pero una reduccién impor-
tante en individuos diagnosticados con Alzheimer
avanzado (Bell y col., 2006). Esta evidencia podria
ser analoga a la evolucién de la respuesta generada
por la administracion del antagonista del acido gluta-
mico. Una reduccion inicial de la funcion del neuro-
transmisor trae como consecuencia un incremento
en su liberacion, que ala luz de la evidencia implica-
ria un incremento en la densidad de los botones glu-
tamatérgicos.

El aumento en la densidad de botones presinap-
ticos glutamatérgicos no parece ser un fenémeno
inusual, ya que en modelos transgénicos de la enfer-
medad de Alzheimer se ha encontrado un incremen-
to en botones colinérgicos y gabaérgicos en estadios
tempranos de expresion de la patologia (Bell y col.,
2003; Hu y col., 2003). Coincidente con esta eviden-
cia, se ha descrito un aumento en la actividad de la
colina acetil transferasa en individuos con dano
cognitivo leve (DeKosky y col., 2002). Este hallazgo
podria ser mimetizado en este estudio por la admi-
nistracion del agonista muscarinico en los estadios
previos al establecimiento de la lesién (Ikonomovic
y col., 2003).

La sobre-estimulacién del sistema glutamatérgi-
co puede sustentar el déficit cognitivo observado en
la enfermedad de Alzheimer. La prueba conceptual
de esta propuesta es que la administracién de un
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antagonista de baja afinidad del receptor activado de
NMDA en la terapéutica actual de pacientes de larga
progresion de la enfermedad de Alzheimer, mejora
su ejecucion en lo que respecta a independencia en
el desempeno de tareas cotidianas (Sheng y col.,
2006). Desde este punto de vista, una de las pregun-
tas que se puede formular en esta situacion es: s;qué
es lo que hace que el sistema glutamatérgico se exa-
cerbe en las etapas tardias de esta patologia? Este
modelo experimental permite aproximarse al meca-
nismo que sustentaria esta respuesta fisiologica.
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