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ABREVIATURAS

A-Cu-Ag: amino-cupo-argéntica

AMPA: &cido -a-Amino-3-hidroxi-5-metil4-isoxazolpropiénico (-a-Amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionic acid)

a-NMDA: antagonista/s de receptor/es NMDA

CAL: cuerno de amon 1 (area del hipocampo)

CaEDTA: edetato de calcio (calcium ethylene-diamine tetraacetic acid)

DMSO: dimetil sulféxido

DNQX: 6,7-Dinitroquinoxalina-2,3(1H,4H)-diona (6,7-Dinitroquinoxaline-2,3(1H,4H)-dione)
e.g. por ejemplo (exempli gratia)

FJ-B: fluoro jade B

GABA: acido gamma-amino-butirico (gamma-amino butyric acid)

h.: hora/s

HPLC: cromatografia liquida de alta presion (high presure liquid chromatography)
HSP70: proteina de shock térmico 70 (heat shock protein 70)

i.c.v. intracerebroventricular

i.e. es decir (Id est)

i.p. intraperitoneal

KA: kainato

KET: ketamina

KO: carente de una proteina por delecién genética (knockout)

KOD2: KO del receptor dopaminérgico D2

KOD4: KO del receptor dopaminérgico D4

M + EE: media % error estandar

MK801: maleato de dizocilpina (dizocilpine maleate, (+) -5-Methyl —10, 11 —dihydro-5H-
dibenzo [a,d] cyclohepten-5, 10-imine hydrogen maleate, RBI)

MOB: bulbo olfatorio principal (mean olfactory bulb)

NASPM: 1-Naptilacetil espermina (1-Naphthylacetyl spermine)

NMDA: acido N-metil-D-aspartato (N-methyl-D-aspartic acid)

p: probabilidad de error de tipo |

PBS: buffer fosfato salina

PCP: fenciclidina (phencyclidine)

Pir: corteza piriforme

PLCo: nucleo amigdalino cortical posterolateral (posterolateral amydaloi nucleus)

RSC: corteza retrosplenial (retrosplenial cortex)



RESUMEN

El maleato de dizocilpina (MK801) es un antagonista de los receptores
glutamatérgicos NMDA (a-NMDA) ampliamente utilizado en la investigacion biomédica
basica. Las drogas con estas propiedades farmacolégicas tienen mdltiples aplicaciones:
desde anestésicos (oxido nitroso, ketamina), pasando por drogas de abuso (fenciclidina,
ketamina, oxido nitroso, dextrometorfano, MK801), modelos animales de esquizofrenia
(MK801, ketamina) y hasta posibles terapéuticos para diversas condiciones neurolédgicas
(memantina, dextrometorfano). En este contexto, el descubrimiento de que los a-NMDA
inducen neurodegeneracion en la corteza retrosplenial (RSC) y otras regiones cortico-
limbicas en animales experimentales gener6 conmocion ante la posibilidad de que tales
efectos ocurran también en seres humanos. El mecanismo mediante el cual los a-NMDA
provocan muerte neuronal es desconocido, aunque evidencias indirectas indican que
podrian estar implicadas alteraciones en la transmision dopaminérgica, gabaérgica y
glutamatérgica.

Para indagar la participacion de receptores dopaminérgicos (D2 y D4), gabaérgicos
(GABA-A) y glutamatérgicos (AMPA/KA, NMDA) en la muerte neuronal inducida por
MK801, se realizaron aplicaciones de farmacos de accion especifica que modulan los
receptores de interés in vivo en ratas adultas y la posterior valoracion neurohistologica
con técnicas especificas para la deteccion de muerte neuronal. La combinacién de
administraciones sistémicas de MK801 con microinyecciones intracerebrales de las
drogas putativamente moduladoras del efecto neurodegenerativo, evita posibles
interacciones farmacocinéticas y provee especificidad neuroanatémica.
Complementariamente, mediante cromatografia se midieron los niveles de GABA y
glutamato en homogenatos de corteza cerebral, se aplicd un quelante de zinc enla RSC y
se trabajo con ratones transgénicos que carecen de receptores dopaminérgicos.

Los principales hallazgos mostraron que la muerte neuronal en la RSC fue
significativamente reducida por la administracion sistémica y local de agonistas GABA-A
(tiopental y muscimol), ain hasta diez horas después de iniciada la intoxicaciébn con
MK801. Por otra parte, la administracion del antagonista GABA-A picrotoxina no altero la
toxicidad del MK801 sugiriendo que la falta de inhibicién gabaérgica no es suficiente para
disparar el efecto neurotdxico. La infusion local de MK801 no incrementé la toxicidad
provocada por la aplicacion sistémica indicando que la muerte neuronal no es provocada
por el bloqueo de receptores NMDA en la RSC. En contraste, la neurodegeneracion en
RSC fue fuertemente inhibida por el bloqueo de receptores AMPA/KA (con DNQX) vy, en
menor medida, con el antagonismo de receptores AMPA/KA permeables al calcio (con
NASPM), hasta 10 horas después de la administracion del MK801. Asimismo, la
aplicacion local (RSC) de &cido kainico y AMPA (agonistas AMPA/KA) provoco un patrén
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de muerte neuronal que emulé al inducido por MK801. Ademas, los niveles de glutamato,
pero no de GABA, se encontraron disminuidos en la RSC de los animales intoxicados con
MK801 ocho horas después de la administracion. En conjunto, estos datos sugieren que
la muerte neuronal inducida por MK801 en RSC es causada por un mecanismo
excitotoxico dependiente de la sobreactivacion de receptores AMPA/KA.

Los experimentos realizados en ratones carentes en receptores D2 o D4 y con el
antagonista dopaminérgico haloperidol en ratas, indicaron que estos receptores no
intervienen en la degeneracion inducida por MK801 en la RSC. Por otro lado, el
haloperidol mostré efecto protector en el nlcleo amigdalino cortical posterolateral (PLCo)
mientras que tiopental, muscimol y DNQX, que mostraron accion protectora en la RSC, no
afectaron el cuadro degenerativo en el PLCo, sugiriendo que en estas estructuras operan
distintos mecanismos neurotoxicos. Adicionalmente, los experimentos con ratones
revelaron inesperadas diferencias entre especies que fueron abordadas en mayor detalle
demostrandose que distintas cepas de ratones normales carecen del dimorfismo sexual
en los efectos toxicos del MK801 observados en ratas, al tiempo que son mucho menos
sensibles a los efectos neurodegenerativos de la droga.

En sintesis, los datos proveen evidencia de que diferentes mecanismos
neurotoxicos operan en la RSC y el PLCo; y que la muerte neuronal inducida por MK801
en la RSC es mediada por una hiperfuncion de receptores AMPA/KA, mientras que la
hipofuncién de receptores GABA-A o estimulacion de receptores D2 y D4 no son
suficientes/necesarios para dicho efecto. Los aportes a la comprension del mecanismo
mediante el cual a-NMDA inducen neurodegeneracién son discutidos en relacion con la
neuropatologia experimental basica, como asi también, los potenciales aportes a la salud
humana en los campos de la toxicologia, neurofarmacologia y psiquiatria biolégica.



ABSTRACT

Dizocilpine maleate (MK801) is a NMDA glutamatergic receptors antagonist (NMDA-
a) widely used in basic biomedical research. The drugs with these pharmacological
properties have multiple uses: ranging from anahestetics (nitrous oxide, ketamine), to
drugs of abuse (phencyclidine, ketamine, nitrous oxide, dextrormetorphan, MK801),
animal models of schizophrenia (MK801, ketamine) to possible therapeutics to diverse
neurological conditions (memantine, dextrometorphan). In this context, the discovery that
NMDA-a induce neurodegeneration in the retrosplenial cortex (RSC) and other cortico-
limbics regions in experimental animals generated alarmism since this may also happen to
humans. The mechanism through which NMDA-a cause neuronal death is unknown,
although indirect evidences indicate that alterations in dopaminergic, gabaergic and
glutamatergic neurotransmission may be implicated.

To address the implication of dopaminergic (D2 and D4), gabaergic (GABA-A), and
glutamatergic (NMDA, AMPA/KA) receptors in the neuronal death induced by MK801,
applications of selective drugs that modulate the receptors of interest in adult rats in vivo
and posterior evaluation with specific techniques to detection of neuronal death were
done. The combination of systemic administration of MK801 and intracerebral
microinjections of the drugs putatively modulators of neurodegenerative effect, avoid
pharmakokinetic interactions and provide neuroanatomical specificity. Complementary, the
levels of GABA and glutamate in cortical homogenates were measured trough
chromatography, a zinc chelator in RSC was applied, and transgenic mice lacking
dopaminergic receptors were utilized.

The main findings showed that neuronal death in RSC was significantly reduced by
the systemic and local administration of GABA-A agonists (thiopental and muscimol), even
until ten hours after the beginning of intoxication with MK801. On the other hand, the
administration of the GABA-A antagonist picrotoxin did not alter the MK801 toxicity,
suggesting that the lack of gabaergic inhibition is not enough to trigger the neurotoxic
effect. The local infusion of MK801 did not increase the toxicity induced by systemic
administration indicating that neuronal death is not produced by NMDA blocking in the
RSC. In contrast, the neurodegeneration in RSC was strongly inhibited by blocking of
AMPA/KA receptors (with DNQX) and, to a lesser extent, by the antagonism of calcium
permeable AMPA/KA receptors (with NASPM), until ten hours after MK801 administration.
Moreover, the kainic acid and AMPA local application (RSC) induced a pattern of neuronal
death, which emulated the MK801 induced neurotoxicity. In addition, levels of glutamate,
but no GABA, in RSC of MK801 intoxicated animals at eight hours after administration
were diminished. Collectively, the data indicated that MK801-induced neuronal death in

RSC is caused by an excitotoxic mechanism based on AMPA/KA receptors overactivation.
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Experiments performed in mice lacking D2 or D4 receptors and with the
dopaminergic antagonist haloperidol in rats, indicated that these receptors do not mediate
the MK801 induced degeneration in the RSC. On the other hand, haloperidol showed a
strong protective effect in the posterolateral cortical amygdaloid nucleus (PLCo) while
thiopental, muscimol and DNQX, that protected RSC neurons, did not affected the
degenerative pattern in PLCo, suggesting that different neurotoxic mechanisms operated
in these structures. In addition, the experiments performed with mice revealed unexpected
species differences that were further addressed. These studies demonstrated that different
strains of normal mice lacking the sex dimorphism in the MK801 toxic effects observed in
rats, and that they are much less sensitive than rats to the neurodegenerative effects of
the drug.

In summary, the data provide evidences that different neurotoxic mechanisms
operate in RSC and PLCo; and that MK801 induced neuronal death in the RSC is
mediated by a hiperfunction of AMPA/KA receptors, while the hypofunction of GABA-A
receptors or D2 and D4 stimulation are not enough/necessary to MK801-unduced-
neurodegeneration. The contributions to the comprehension of mechanism whereby
NMDA-a induced neurodegeneration are discussed in relation to basic experimental
neuropathology, as well as, the potential contributions to human health in the field of

toxicology, neuropharmacology and biological psychiatry.
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Capitulo 1
INTRODUCCION



Antagonistas NMDA: anestésicos, drogas de abuso psi codélicas y potenciales

terapéuticos

El uso de sustancias psicotropicas con fines religiosos, medicinales o recreativos, es
una préctica tan antigua como la civilizacion misma. Con el progreso de la ciencia y el
desarrollo de la industria farmacéutica en la era moderna, la produccién y el consumo de
drogas que actlan en el sistema nervioso central no hizo mas que incrementarse hasta
limites insospechados (61).

Junto a los efectos buscados —sean estos terapéuticos o recreacionales-, ningun
psicotrOpico estd exento de reacciones indeseadas o adversas. Algunas de estas
respuestas son transitorias y tolerables pero otras pueden ser de extrema gravedad,
como el dafio irreversible de células cerebrales. Es por ello que conocer los mecanismos
neuroquimicos que generan los efectos indeseables es una de las tareas centrales de la
investigacion biomédica, con el objetivo de poder evitar 0 aminorar sus consecuencias
negativas. Pero los estudios neurotoxicol6gicos de una droga tienen una importancia
incluso mayor; entender como una sustancia provoca un efecto adverso en el cerebro
implica incrementar el conocimiento sobre el funcionamiento del sistema nervioso tanto en
condiciones normales como patolégicas.

Entre las decenas de farmacos que se han desarrollado con fines médicos, sin
dudas un hallazgo que trascenderia la historia fue la sintesis de dos nuevos y
prometedores anestésicos: la fenciclidina (PCP) y la ketamina (KET). La PCP fue
comercializada en la década del cincuenta por la compafia farmacéutica Parke-Davis
(95). Una década después, el farmacoélogo Stevens desarrollé la KET que fue usada por
primera vez en la préactica clinica en 1965 por Edward Domino (52). Estas drogas eran
anestésicas revolucionarios por cuanto lograban un alto nivel de inconsciencia y analgesia
con un margen de seguridad inusitadamente alto debido a que, contrario a otros
anestésicos, no provocaban depresion cardiorrespiratoria. Sin embargo, no tardaron en
identificarse efectos indeseables; en particular, se demostr6 que estas sustancias
provocaban ‘“reacciones de emergencia” al iniciar el periodo de recuperacion
postanestésica. Tales reacciones, reportadas por los médicos, consistian en
alucinaciones y estados delirantes que vivenciaban los pacientes que, muchas veces,
desencadenaban conductas violentas e irracionales (133, 188, 190).

Estos efectos fueron muy marcados con la PCP pero menos intensos y frecuentes
con la KET lo que valié para que no fuera totalmente discontinuada como ocurrié con la
PCP. La KET paso a ser un farmaco de eleccion en la practica veterinaria hasta nuestros
dias y, aunque en algunos paises el uso quirdrgico en humanos esta prohibido, en
muchos otros (incluido Argentina) continla en circulacion legal en los ambitos

hospitalarios. A pesar de que la PCP fue rapidamente prohibida, esto no fue un
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impedimento para que se siguiera sintetizando en el mercado ilegal, debido a su potencial
adictivo y porque sus efectos psicodélicos son buscados por miles de usuarios,
constituyéndose en una droga de abuso de alta prevalencia (43, 141, 153). Al respecto,
estudios epidemiologicos del Instituto Nacional de Drogas de Abuso de Estados Unidos
indicaron que en el 2006, casi 7 millones de personas (2.7 por ciento de la poblacion)
informaron haber usado PCP alguna vez en la vida (152).

El uso recreacional de KET y otras drogas similares es aun mas elevado debido a
gue se sigue produciendo legalmente y porque los efectos son menos potentes y mas
“controlables” que con la PCP (41, 95, 210). Asimismo, existen muchos consumidores
fortuitos de estas sustancias ya que, a causa de su bajo costo de produccion, son
utilizados en la adulteracion de otras drogas de abuso con efectos algo similares, como la
3,4-metilendioximetanfetamina (més conocida como éxtasis) y la dietilamida del acido
lisérgico (95). En Argentina no hay cifras oficiales respecto del consumo pero
publicaciones periodisticas reflejan que el uso y abuso de la KET estd ampliamente
extendido en nuestro pais (51, 130).

En el afio 1979, estudios de farmacologia molecular determinaron que estas
drogas son antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), los cuales
participan en la neurotransmision glutamatérgicas (203). El glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio del encéfalo; se libera en mas de la mitad de las sinapsis
existentes en el cerebro y regula la actividad de millones de neuronas actuando a través
de los receptores ionotropicos y metabotrépicos. Los receptores metabotrépicos actdan a
través de proteinas heterotriméricas G y sistemas de segundos mensajeros existiendo al
menos 8 informas distintas. Los receptores ionotrépicos controlan de manera directa
canales de sodio y calcio que regulan la excitabilidad de la membrana y, con ello, la
comunicacion nerviosa. Estos receptores son clasificados en dos grandes familias: los no-
NMDA (AMPA y KA) y los NMDA que son los mas amplia y densamente distribuidos (109,
165) (Figura 1).

Concomitante a su ubicuidad e importancia funcional, alteraciones en la
interaccién del glutamato con el receptor NMDA han sido implicadas en diferentes
patologias del sistema nervioso, incluyendo las enfermedades neurodegenerativas y
psiquiatricas mas acuciantes tales como el Alzheimer y la esquizofrenia (29, 80, 86, 131,
215). Por ello, la comunidad cientifica y las compafiias farmacéuticas contindan con los
esfuerzos para desarrollar nuevos farmacos capaces de modular estos receptores. Asi,
surgieron otros como el maleato de dizocilpina (MK801) y la memantina, al tiempo que
comenzd a determinarse que otras moléculas conocidas de antafio, como el 6xido nitroso,
tienen como accién farmacolégica principal el antagonismo de los receptores NMDA
(103).
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Fig. 1: Representacion de una sinapsis glutamatérgica. Se muestran los principales componentes
incluyendo: 1) una terminal glutamatérgica conteniendo vesiculas con el neurotransmisor glutamato y zinc, la
enzima glutaminasa que transforma la glutamina en glutamato, y la presencia de autoreceptores kainato y
metabotropicos (mGluR/7/8); 2) células gliales que contienen el recaptador del glutamato mediante el cual se
elimina del espacio sindptico, y la enzima glutamina sintetasa que transforma el glutamato en glutamina la cual
es transportada a la neurona donde es convertida en glutamato; 3) la membrana postsinaptica (de una espina
dendritica) donde se encuentran los receptores metabotropicos e inotropicos en los que se sefialan los sitios de
unién de distintos ligandos como el glutamato, zinc, glicina (co agonista endogeno del receptor NMDA),
DNQX (antagonista competitivo de receptores AMPA/KA), APV (antagonista NMDA competitivo), PCP
(antagonista NMDA no competitivo). Nota: los receptores kainato también se expresan en la postsinapsis y
son antagonizados por el DNQX aunque este dato no aparezca en la grafica por razones de simplificacion.
Adaptado de http://www.chrisparsons.de/Chris/glutamate.htm.

Nuevas aplicaciones y nuevos efectos adversos de an  tagonistas NMDA: dafio

neuronal irreversible

Existen enfermedades neurologicas en las que una hiperfuncién (e.g. sobre-
estimulacion) de los receptores NMDA es un componente importante de la fisiopatologia
subyacente. Para tales casos, los farmacos antagonistas de los receptores NMDA (a-
De hecho,
investigaciones en modelos animales de dolor neuropatico (40, 42), isquemia (25, 205),

NMDA) son considerados potenciales agentes terapéuticos (108).
abstinencia al etanol (16, 91), epilepsia (8, 207) entre otros, muestran mejorias
importantes con los a-NMDA.

Sin embargo, su posible aplicacion al campo terapéutico se vio nuevamente

limitada luego del paradéjico hallazgo de que estos compuestos pueden,

simultaneamente, provocar muerte neuronal en areas cortico-limbicas de animales
experimentales. Estos trabajos pioneros realizados por Olney y colaboradores en el afio

1989 (162) generaron gran inquietud ya que mientras que los efectos psicotomiméticos
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(alucinaciones y delirios) son transitorios, los efectos neurodegenerativos son
irreversibles.

Posteriormente, diversos laboratorios confirmaron el efecto neurotdéxico inducido
por a-NMDA con diferentes técnicas histopatoldgicas tales como: hematoxilina-
eosina/azul de metileno -para la visualizacion de vacuolas y cromofilia indicativa de
necrosis- (7, 72, 73, 75, 162, 212); histoquimica/inmunochistoquimica -para la deteccién de
reactividad de la microglia, astrocitos y de proteinas inducibles ante la presencia de un
agente neurotéxico- (73, 75, 149, 174, 183, 184); técnicas para detectar fragmentacion del
acido desoxirribonucleico- (106, 137); y técnicas de plata para la deteccién de argirofilia
indicativa de neurodegeneracion (21, 22, 32, 45, 46, 57, 59, 73, 74, 89, 211, 212).

En conjunto, dichos trabajos demostraron dos grandes tipos de neurotoxicidad
inducida por a-NMDA dependiendo de las dosis administradas, los efectos neurotoxicos
reversibles (estrés neuronal) y los efectos neurotoxicos irreversibles (neurodegeneracion).
A dosis bajas, los a-NMDA inducen vacuolizacion de las neuronas de la corteza
retrosplenial (RSC) en las capas IV y Va dentro de las primeras horas (1-8 h) luego de la
administracion de la droga la cual disminuye gradualmente hasta desaparecer luego de
transcurridas 24 horas. Estudios de microscopia electrénica comprobaron que las
vacuolas son mitocondrias y ribosomas en estado edematoso. Otro indicador que se
manifiesta con dosis bajas es un aumento en la expresion de la proteina de shock térmico
70 (heat shock protein 70 -HSP70-), la cual se induce cuando la neurona ha sido injuriada
y se piensa que participaria en procesos de reparacion celular (175). Ambos fenomenos
son considerados indicadores de neurotoxicidad reversible porque desaparecen
rapidamente cuando el farmaco se ha eliminado del organismo y porque no involucran
muerte neuronal. Por el contrario, una dosis alta o tratamientos subcronicos de dosis
moderadas, generan muerte neuronal en la RSC y también en otras areas como el
hipocampo, la corteza olfatoria, la corteza entorhinal y el nicleo amigdalino cortical
posterolateral (PLCo). Dichos efectos son detectados tanto con técnicas de plata como
con técnicas de tincion de glia reactiva, los cuales son indicadores directos e indirectos,
respectivamente, de neurodegeneracion por lo que se consideran efectos neurotéxicos
irreversibles (161).

Los efectos degenerativos se han encontrado con una gran variedad de a-NMDA
incluyendo bloqueantes del receptor que actian de diferente manera (e.g. antagonistas
competitivos y no competitivos) (57). Incluso, también se ha reportado neurodegeneracion
con los a-NMDA de “mejor perfil” como el oxido nitroso (102) y el farmaco aprobado para
estadios moderados y graves de la enfermedad de Alzheimer, la memantina (35). Aunque
tales efectos ocurren a dosis elevadas, estas no se alejan demasiado de las
administradas en personas. El potencial nocivo de estas drogas se intensifica cuando

consideramos que los efectos degenerativos en animales se observan con tan sélo una
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dosis mientras que las personas tipicamente repiten las administraciones, pudiendo
generar efectos acumulativos. Al respecto, estudios de campo indican que los adictos a la
PCP consumen durante dos o tres dias seguidos ingiriendo dosis de hasta 1 gramo por
dia (204), lo que equivaldria a 14 mg/kg para una persona de 70 kilos, y los efectos
neurotoxicos irreversibles en animales ya se observan con dosis de 10 mg/kg (57, 149).

Si bien en seres humanos no se han realizado estudios post mortem o0 con
técnicas de neuroimagen que permitan evaluar dafio estructural, las investigaciones
neuropsicologicas en consumidores cronicos de estas sustancias revelan déficits
cognitivos que sugieren que un dafio neuronal ocurre en las personas que usan/abusan
de a-NMDA (26, 33, 142-144). Utilizando la bateria neuropsicolégica de Halstead-Reitan,
que evalia un amplio espectro de funciones mentales (e.g.: comunicacién verbal,
percepcion espacial, capacidad de analizar la informacion, atencién, memoria, formacion
de conceptos mentales) y que correlaciona con la presencia de dafio cerebral, se observé
gue consumidores crénicos de PCP presentaban peores perfiles que el grupo control. Los
principales dominios deteriorados fueron la capacidad de abstraccién y las habilidades de
integracion perceptivo-motoras (26). Es interesante saber que estos consumidores no
tenian historia previa de trastornos neuroldgicos y llevaban una abstinencia promedio de
27 meses, indicativo de un efecto neurotoxico irreversible inducido durante el consumo.

Otros investigadores han aprovechado el consumo voluntario en clubes nocturnos
para testear los efectos de la KET tanto en el momento del consumo (intoxicacién) como
dias después, cuando el sujeto ya esta libre de la droga, utilizando como controles
personas que se han autoadministrado otras sustancias de abuso. En tales estudios, los
déficits en memoria semantica y memoria episddica fueron mas graves que en los
consumidores de otras drogas aun tres dias después del consumo (37, 38). Trabajos
recientes muestran que los déficits en consumidores frecuentes también involucran a la
memoria de trabajo espacial, memoria de reconocimiento y aspectos de la funcién
ejecutiva (143, 144). En estudios longitudinales de mas largo plazo, se han reportado
persistencia de los déficits en capacidades atencionales y en memoria episodica a pesar
de largos periodos sin consumo pero también se advirtié recuperacion en varios dominios
cognitivos (142), sugiriendo que mecanismos de compensacion/reparacion podrian
contrarrestar parcialmente el dafio cerebral.

La investigacion de a-NMDA en animales ha sido principalmente guiada por el uso
de maleato de dizocilpina, mas comunmente referido con la denominacién de MK801.
Dicha eleccion estd basada en la alta afinidad y selectividad que tiene este psicotropico
en el bloqueo de los receptores NMDA. ElI MK801, al igual que la PCP, la KET vy la
memantina, es un antagonista no competitivo del receptor NMDA que bloquea el canal
regulado por este receptor, impidiendo el flujo de iones de calcio y sodio al interior de la
membrana que ocurre cuando el glutamato se liga a su sitio de unién (165) (Figura 2).
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Fig. 2: Representacion de un receptor NMDA. El mismo esta formado por cuatro subunidades, la NR1 que
debe estar presente para la formacion de un receptor funcional y las NR2A-D, que conforman un canal
permeable al calcio el cual permite el flujo de calcio hacia al interior de la membrana cuando se retinen las
siguientes condiciones: 1) el glutamato se liga al sitio de union; 2) la glicina o D-serina estan en su sitio de
unién y; 3) el magnesio ha sido desplazado del poro debido a que la membrana neuronal ha sido despolarizada
alejandola del potencial de reposo. Los antagonistas no competitivos del receptor NMDA como PCP/MK801
bloquean el canal de calcio, impidiendo el flujo de iones que ocurre cuando glutamato se liga a su sitio de
uniéon. Adaptado de http://www.chrisparsons.de/Chris/nmda.htm

En ratas, las dosis minimas de MK801 que provocan degeneracion son de 0.3
mg/kg (89) principalmente en la RSC en neuronas piramidales de las capas IV y Va. Dosis
de 2 mg/kg o mas elevadas generan muerte neuronal de mayor magnitud que se extiende
también a otras areas como el PLCo, el hipocampo, la corteza entorhinal, el bulbo
olfatorio y la corteza piriforme (21, 57, 59, 73, 89). Tal como acontece en seres humanos,
en animales también se han detectado déficits funcionales persistentes varios dias o
semanas después de la administracion de la droga, sugiriendo que los efectos
neurodegenerativos afectan significativamente el funcionamiento del cerebro. Por
ejemplo, luego de administraciones subcrénicas de PCP en ratas (101) y monos (98) se
observan disminuciones en el desempefio de pruebas que requieren memoria de trabajo
espacial. También se han observado déficits en procesos de aprendizaje asociativo tanto
en ratas como en ratones (60, 100). Efectos de largo plazo en memoria espacial han sido
detectados también con sélo una dosis de MK801 y hasta un mes después de la
administracién (Gltimo tiempo evaluado) (128, 211).

En sintesis, la similitud de los déficits funcionales entre animales y seres humanos
y la persistencia de los mismos a pesar de transcurrir periodos de abstinencia
prolongados sugieren que los cambios degenerativos inducidos por la droga subyacen a
estos déficits.
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Implicaciones del efecto neurodegenerativo inducido por a-NMDA

Los graves efectos adversos asociados a los a-NMDA que limitaron el potencial
uso terapéutico de estas sustancias, al mismo tiempo, incrementaron el interés cientifico-
médico en el estudio de las mismas. Ello se debe a que varios de estos compuestos (e.g.
PCP, KET, oxido nitroso, MK801) tienen capacidad adictiva y, por ende, numerosas
personas consumen estas sustancias de manera descontrolada, exponiéndose a sus
efectos neurotoxicos.

Otro efecto colateral asociado a los a-NMDA que ha suscitado mucho interés es la
capacidad de inducir sintomas de la esquizofrenia (alucinaciones, delirios, aplanamiento
afectivo, aislamiento social, déficits cognitivos) en sujetos normales y de provocar
recaidas en pacientes con esta enfermedad (34, 85, 122). La similitud entre los sintomas
inducidos por estas drogas con el sindrome esquizofrénico, junto con otros datos clinicos
y experimentales, llevaron a postular que un estado de hipofuncién de los receptores
NMDA podria desempefiar un rol en desérdenes psicaticos como la esquizofrenia (19, 27,
96, 99, 164). Asi, la aplicacion de a-NMDA en animales (incluidos los humanos) se
transform6 en una “herramienta farmacologica” para analizar las consecuencias
(comportamentales, neuroquimicas, neurotoxicas, etc) que resultan de disminuir la
actividad de los receptores NMDA y explorar los mecanismos que las provocan. La
formulacién de modelos explicativos de tales mecanismos sirve de base para realizar
teorizaciones sobre la fisiopatologia de la esquizofrenia.

Si bien este trastorno mental no es tipicamente enmarcado dentro de las
enfermedades neurodegenerativas (134), hallazgos de los ultimos afios han reformulado
esa vision y actualmente se acepta que en esta patologia estan involucradas tanto
alteraciones del neurodesarrollo como procesos neurodegenerativos que llevarian a un
deterioro cognitivo progresivo (6, 36, 48, 70, 170). Es interesante sefialar que la principal
estructura que presenta cambios neurodegenerativos en animales tratados con a-NMDA,
la RSC, exhibe volumenes menores en sujetos con esquizofrenia comparados con
controles normales. Mas auln, esta disminucién se correlaciona con un desempefio
neurocognitivo bajo que caracteriza a una subpoblacién de esquizofrénicos con
predominancia de sintomas negativos (e.g. déficits cognitivos, aplanamiento afectivo, etc.)
y que es altamente incapacitante (138, 139).

En sintesis, entender el mecanismo de los efectos neurodegenerativos inducidos
por a-NMDA permitira formular hipotesis sobre la etiologia de los cambios
neuropatologicos observados en esquizofrénicos, generando una base racional para la
implementacidon de tratamientos que prevengan tales alteraciones. Asimismo, serviria

para el desarrollo de estrategias farmacoldgicas que permitan mitigar el dafio cerebral que
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sufririan los consumidores de este tipo de psicotropicos y para aprovechar el potencial

terapéutico de estos farmacos, evitando sus efectos neurotoxicos indeseados.

Mecanismos que mediarian los efectos neurodegenerat ivos inducidos por

antagonistas NMDA

Aungue los trabajos realizados con a-NMDA son numerosos, poco se conoce
acerca de los mecanismos implicados en la accion neurodegenerativa de estas
sustancias. Sin embargo, varios indicios permiten inferir que podria tratarse de un
fenédmeno indirecto, consecuencia de un disbalance tanto en la neurotransmision
inhibitoria como excitatoria. Por ejemplo, se ha demostrado que microinyecciones de
MK801 en la RSC no producen vacuolizacién neuronal ni induccion de HSP70 (69, 200).
De ello se infiere que los a-NMDA dafarian las neuronas iniciando su accién en
poblaciones neuronales distintas de las que son dafiadas. En la misma direccion se
encuentra el hecho de que las areas que presentan neurodegeneracion no coinciden con
los sitios donde hay mayor densidad de receptores NMDA (58).

Por otro lado, aunque la neurotoxicidad seria un fendémeno indirecto, las
evidencias sustentan que el bloqueo del receptor NMDA es el eslabén critico que inicia la
secuencia de eventos que desencadenan la neurotoxicidad. Ello se fundamenta en que
existe una correlacion directa entre el efecto neurotéxico y la afinidad de los a-NMDA por
el sitio de unién al receptor, es decir que a mayor afinidad de la droga mayor
degeneracion produce (58, 184). Mas aun, el patrén neurodegenerativo de diversos a-
NMDA (tanto competitivos como no competitivos) es idéntico al resultante de la
administracion de MK801, que es el de mayor selectividad (57, 163) mientras que ni
antagonistas AMPA/KA ni bloqueadores de los canales de calcio ocasionan muerte
neuronal (31).

La injuria de las poblaciones neuronales vulnerables seria consecuencia de un
proceso conocido como excitotoxicidad, en el cual las neuronas mueren porque sus
receptores excitatérios (o despolarizantes) son excesivamente activados (159, 179). Tal
conclusién se deriva de estudios con marcadores de la actividad neuronal (c-fos, 2-
deoxiglucosa) que muestran una activacion prolongada, previa y concomitante, a la
aparicién de signos degenerativos (45, 56, 81). Las evidencias obtenidas con microscopia
electronica refuerzan esta hipotesis ya que las alteraciones de las organelas neuronales,
incluyendo inflamacién de los reticulos y las mitocondrias asi como ruptura de
membranas, son similares a las que se observan tras administrar agentes
reconocidamente excitotoxicos, tales como el &cido kainico o el propio glutamato (212).
Ademas, puesto que la sobrecarga intracelular de calcio es considerada un factor esencial

20



en la excitotoxicidad (159, 179), el hecho que bloqueadores de los canales de calcio
previenen la aparicion de signos de estrés celular inducidos por a-NMDA (183) apoya la
hipotesis de que la muerte neuronal seria consecuencia de una sobre-estimulacion de
receptores excitatorios.

Sin embargo, el mecanismo excitotdxico de estos agentes seria mas complejo que
el de otras sustancias porque implica alteraciones de circuitos neuronales y la
participacion de varios sistemas de neurotransmision. Diversos trabajos que analizaron la
neurotoxicidad reversible inducida por a-NMDA han puesto de manifiesto que esta puede
ser prevenida con una variedad de farmacos que modulan diferentes sistemas de
neurotransmisioén incluyendo el dopaminérgico (4, 49, 78), el serotoninérgico (66, 199), el
adrenérgico (64, 104), el colinérgico (69, 163), el gabaérgico (67, 163, 200) y el
glutamatérgico (69, 186).

No obstante, existen muy pocos trabajos que especificamente hayan evaluado si
estos sistemas estan también involucrados en la neurotoxicidad irreversible inducida por
a-NMDA. Teniendo en cuenta que tanto los procesos neurodegenerativos inducidos por
drogas como los observables en modelos de patologias neurodegenerativas han sido
sisteméticamente vinculados a disbalances en el sistema dopaminérgico, gabaérgico y
glutamatérgico (3, 18, 84, 125, 173, 195, 196) el presente trabajo se abocé a analizar si

dichos sistemas estaban involucrados en la neurodegeneracion inducida por MK801.

Participacion de receptores dopaminérgicos D2 y D4

Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la gran familia de receptores
metabotropicos que estan acoplados a proteinas G, las cuales son modificadas cuando el
transmisor se liga al receptor. Como consecuencia de esa modificacion se activan
segundos mensajeros que funcionan como sefiales metabdlicas para la fosforilacién o
desfosforilacion de otras proteinas celulares, entre ellas los canales idnicos. De esta
manera los receptores dopaminérgicos modulan la actividad sinaptica y la excitabilidad de
la membrana neuronal (194, 195).

Existen 5 tipos de receptores dopaminérgicos que se clasifican en tipo D1 (que
comprende los subtipos D1 y D5) los cuales activan la adenilato ciclasa aumentando los
niveles intracelulares de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) y tipo D2 (que
comprende los subtipos D2, D3, D4), los cuales inhiben la adenilato ciclasa disminuyendo
los niveles de AMPc. Las reacciones metabdlicas asociadas a la estimulacion de los
receptores tipo D1 conducen a la despolarizacién de la membrana neuronal, es decir que
son excitatorios; mientras que los receptores tipo D2 hiperpolarizan la membrana y por

ello se catalogan como inhibitorios (24) (Figura 3).
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Fig. 3: Representacion de receptores dopaminérgicos D1 y D2. Los mismos actian a través de
proteinas heterotriméricas G. Cuando la dopamina se liga al receptor D1, activa una proteina G que
estimula la enzima adenilato ciclasa (AC) la cual aumenta el AMP ciclico que activa la proteina kinasa A
(PKA) que fosforila receptores de calcio cuyo efecto es la apertura del canal y, con ello, la
despolarizacion de la membrana. La estimulacion de receptores D2 ejerce el efecto opuesto ya que estan
asociados a proteinas G inhibitorias. Nota: esta es s6lo una de las vias posibles mediante las cuales los
receptores D1 aumentan la excitacion de la membrana y lo s receptores D2 la inhiben. Adaptado de
Rajadhyaksha & Kosofsky (2005).

Tanto en animales (1, 192) como en humanos (1, 111) la administracién de a-
NMDA incrementa la liberacion de dopamina. En este contexto, es interesante sefalar
gue la aplicacion de altas concentraciones de dopamina a cultivos de neuronas corticales
(in vitro) (3) asi como en el estriado de animales intactos (in vivo), causa la muerte de las
neuronas (87, 173). Asimismo, la anfetamina, la cual aumenta la liberacién de la
dopamina endogena, induce efectos neurodegenerativos en varias estructuras
coincidiendo con el MK801 en la capacidad de inducir muerte neuronal en el PLCo (18).
Por otra parte, se ha reportado que la administracion de antipsicoticos (los cuales
bloguean principalmente los receptores dopaminérgicos D2 y D4) previene la aparicion de
signos reversibles de estrés celular provocada por a-NMDA en la RSC (78, 148, 185). Sin
embargo, se ignora aln si estos receptores dopaminérgicos intervienen en la muerte

neuronal inducida por MK801 en alguna de las estructuras que sufren neurodegeneracion

Participacién de receptores GABA-A

Los receptores GABA-A pertenecen a la familia de receptores ionotrépicos ya que
parte de su estructura constituye la pared de un canal i6nico que se regula por la union a
ligandos en el espacio extracelular. Cuando el neurotransmisor GABA se une a su sitio de
reconocimiento abre el canal que es selectivamente permeable al cloro (CI) que a
determinado gradiente electroquimico permite el ingreso del anién, hiperpolarizando la
membrana neuronal. Cada receptor GABA-A estd formado por cinco subunidades, cada
una de las cuales contribuye, mediante una de sus subregiones transmembranales, a
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formar la pared del canal de CI" (Figura 4). Existen 16 subunidades diferentes para formar
el pentdmero cuyas mdultiples combinaciones generan diversos canales que difieren en

sus caracteristicas farmacologicas y electrofisiolégicas (17).

Fig. 4: Representacion de un receptor GABA-A.
La misma muestra la estructura pentamerita del
receptor cuyas subunidades forman un canal
permeable al cloro (CI'). Cuando el neurotransmisor
GABA es liberado de las vesiculas desde la
membrana  presinaptica  hacia el  espacio
intersinaptico, este se liga a sus sitios de union (en
Cl- las subunidades beta) y abre el canal permitiendo el
l ingreso intracelular de CI". En neuronas adultas esto
tiene un efecto inhibitorio porque hiperpolariza las
membranas. El GAT 1 es un transportador del
GABA que lo ingresa a la terminal sinaptica
rapidamente luego de que el GABA es liberado.
BDZ es el sito de reconocimientos de las
ST b bfzqzodia;epings las cuales aumentan las corrientes
‘fjiﬁfﬂﬁ'jffj o f'j’ﬁ _,-I m iénicas mdugldas por el GABA. Adaptado de
http://www.niaaa.nih.gov/Resources/
GraphicsGallery/Neuroscience/gaba_receptor.htm

CI-

Los primeros hallazgos que arrojaron luz acerca del mecanismo mediante el cual
a-NMDA inducen efectos neurotoxicos fueron que agonistas GABA-A previenen la
vacuolizacion neuronal y la induccion de HSP70 inducida por a-NMDA en la RSC (163,
183). Reforzando la hipotesis de que el mecanismo es indirecto, se ha reportado
prevencion de estos signos de estrés celular cuando el agonista GABA-A muscimol se
administra en areas que proyectan hacia la RSC, tales como el talamo anterior y la banda
diagonal de Broca (63, 200). Basados en estas observaciones, Olney y colaboradores
propusieron que una activacion basal (normal) de receptores NMDA en neuronas
gabaérgicas, y la consecuente liberacion de GABA, mantiene una inhibicidn tonica sobre
vias excitatorias postsinapticas que convergen en las areas afectadas. Asi, los a-NMDA
disminuirian o anularfan el control inhibitorio normal, desinhibiendo ciertas vias
excitatorias originando hiperactivacién de determinadas neuronas que llegada a un punto
critico se volveria excitotdéxica. Apoyando esta hipotesis, se ha observado que la
administracion de a-NMDA aumenta la liberacién de glutamato y acetilcolina (113, 140).
Este hecho también refuerza la idea de que la muerte neuronal obedeceria a mecanismos
excitotoxicos.

La prueba directa de que el MK801 disminuye el control inhibitorio gabaérgico
proviene de un trabajo electrofisiolégico en el que midieron la actividad eléctrica de las
neuronas piramidales vulnerables de la RSC (121). Estos autores constataron, en
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rebanadas de cerebro, que las corrientes inhibitorias mediadas por el receptor GABA-A
disminuyeron en estas neuronas cuando se agregé MK801 (10-40 puM) al medio de
cultivo. Es interesante sefalar que esta disminucion fue de menor magnitud en rebanadas
de la corteza parietal, en la cual los a-NMDA no provocan muerte neuronal. Este hecho
explicaria, en parte, la selectividad del efecto neurotéxico y refuerza la posible
participacion de los receptores GABA-A en el mecanismo toxico del MK801.

De acuerdo con lo que antecede, los receptores GABA-A estdn modulados
indirectamente por el MK801, pero no esta dilucidado si esta accion neuroquimica

conlleva a la muerte de las neuronas retrospleniales y/o de otras cortezas.

Participacion de receptores glutamatérgicos AMPA/KA

Los receptores AMPA y kainato estdn acoplados a canales iénicos permeables
tanto al sodio como al potasio. Estudios de clonacion han demostrado la existencia de por
lo menos nueve subunidades capaces de formar receptores del glutamato activados
selectivamente por AMPA y Kainato, los farmacos de los que derivan sus nombres.
Debido a que estos receptores no son activados por el NMDA se los agrupa como
receptores no-NMDA o AMPA/KA. Las subunidades contienen alrededor de mil residuos
de aminoacidos y tienen una estructura basica compuesta por cuatro segmentos
transmembranales. Cuatro de estas subunidades son preferencialmente activadas por
AMPA, llamadas GLUR 1 a 4, y las otras cinco son activadas preferencialmente por
kainato; tres de ellas se denominan GLUR 5 a 7 y las otras dos KA 1y 2 (Figura 5).

G o
@ Glutamato HOOC

Zinc

Fig. 5: Representacion de un receptor AMPA. En la misma se observa la estructura tetramérica del
receptor siendo cada subunidad formada por cuatro dominios transmembranales. Estos receptores forman
canales que son mayormente permeables al sodio los cuales se abren cuando el glutamato se liga a sus sitos
de unidon. Asimismo se muestran los sitios de union al zinc y al DNQX, un antagonista de los receptores
AMPA/KA de la familia de la quinoxilandionas. Adaptado de http://www.chrisparsons.de/Chris/ampa.htm.
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Ciertas conformaciones pueden dar lugar a receptores permeables al calcio, por
ejemplo, un receptor formado sélo por subunidades GLUR2, y los compuestos por esa
subunidad y cualquiera de las otras, presentan poca permeabilidad al calcio, mientras que
los receptores que no contienen la subunidad GLUR2 son permeables al calcio (195).

Hasta la aparicion de las quinoxalindionas, que son antagonistas selectivos de los
receptores no-NMDA, la neuropatologia experimental habia demostrado claramente que
los receptores NMDA eran los mediadores de la muerte neuronal inducida por glutamato
(5, 158). Sin embargo, estas nuevas herramientas farmacoldgicas permitieron poner de
manifiesto que los receptores AMPA/KA son también mediadores de muerte neuronal
excitotoxica siendo su papel, en muchos casos, mas preponderante que el del receptor
NMDA. Tal es el caso de ciertos cuadros neurodegenerativos observables en modelos
animales de isquemia, epilepsia, esclerosis lateral amiotrofica y trauma cerebral (12, 118,
119, 155).

Més recientemente, la bibliografia ha mostrado que son particularmente
importantes aquellas conformaciones de receptores que al carecer de la subunidad
GLUR2 son altamente permeables al calcio, el cual es considerado el principal mediador
intracelular de la muerte neuronal excitotoxica (5, 160). Como dato interesante, los
receptores AMPA/KA permeables al calcio son también permeables al zinc, el cual es co-
liberado junto al glutamato en las sinapsis glutamatérgicas corticales (50, 166, 218).
Existen trabajos que demuestran que la acumulacién intracelular de este cation es toxica,
convirtiéndose en otro mecanismo mediante el cual la sobreactivacion de receptores
AMPA/KA conducen a la muerte neuronal (23, 191, 214).

Si el glutamato estuviera involucrado en el mecanismo téxico del MK801, sus
acciones excitotoxicas deberian ejercerse, en principio, a través de los receptores
AMPA/KA, ya que los receptores NMDA se encontrarian bloqueados tras la
administracion sistémica del MK801. Existen evidencias de que el bloqueo de receptores
AMPA/KA previene la aparicion de indicadores de estrés celular inducidos por MK801 (69,
186). No obstante, no hay trabajos que demuestren que el bloqueo de los receptores
AMPA/KA protege contra la muerte neuronal, menos aun, si la putativa proteccién ocurre

en otras areas ademas de la RSC.

En sintesis, la revisién bibliografica sugiere que la hiperfuncién de receptores
glutamatérgicos AMPA/KA y dopaminérgicos tipo D2, y la hipofuncion de receptores
GABA-A intervienen en la neurodegeneracion provocada por a-NMDA. Sin embargo, no
existen evidencias directas de estas hipotesis. Ademas, los trabajos que se han realizado
valoraron la neurotoxicidad con técnicas que demuestran signos de estrés celular
reversibles; de manera que los mecanismos mediante los cuales el MK801 induce muerte
neuronal son desconocidos. Mas aun, los experimentos previos se concentraron
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exclusivamente en la RSC, desconociéndose si los mecanismos degenerativos
(postulados para esta estructura) serian generalizables a otras areas como el PLCo.

De esta manera, se propuso investigar la participacion de los receptores
dopaminérgicos (D2 y D4), gabaérgicos (GABA-A) y glutamatérgicos (AMPA/KA, NMDA)
en la muerte neuronal inducida por MK801 en roedores, profundizando en el curso
temporal de su/s involucramiento/s y apelando a la administracion in situ para discriminar
efectos sistétmicos de los que ocurririan especificamente en la RSC.
Complementariamente, se midieron los niveles de GABA y glutamato en homogenatos de
corteza cerebral, se emplearon quelantes del zinc sinaptico y se trabajé con animales

transgénicos que carecen de receptores dopaminérgicos.
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Hipétesis

En el presente trabajo de tesis se postula que la degeneracion inducida por
MK801 es ejercida indirectamente a través de un disbalance en la neurotransmision que
provoca un estado excitotdxico en ciertas poblaciones neuronales de la RSC. Tal estado
excitotoxico es inducido especificamente por una la hiperfuncion de receptores AMPA/KA
y D2 /D4, y la hipofuncién de receptores GABA-A. Asimismo se postula que algunos de
estos mecanismos también participan en la degeneracion inducida por MK801 en el
PLCo.

Objetivo general

El objetivo general del trabajo es contribuir a la comprension de los mecanismos
mediante los cuales drogas a-NMDA inducen muerte neuronal, evaluando con la mayor
precision posible el rol de ciertos receptores de membrana potencialmente involucrados

en el mecanismo neurotdxico de este tipo de sustancias.

Objetivos especificos

1) Examinar si el efecto neurodegenerativo del MK801 esta mediado por receptores:
A- Dopaminérgicos D2 y D4
B- Gabaérgicos GABA-A
C- Glutamatérgicos AMPA/KA

2) Conocer el curso temporal de la participacion de:
A- Receptores gabaérgicos GABA-A
B- Receptores glutamatérgicos AMPA/KA, AMPA/calcio y NMDA

C- Zinc sinaptico

3) Analizar los niveles de glutamato y GABA durante la intoxicacién con MK801.
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Capitulo 2
MATERIALES Y METODOS



Animales de experimentacién

Ratas hembras adultas de cepa Wistar (N = 300) provenientes del bioterio del
Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra (IMMF) y del Centro de
Investigaciones en Quimica Biolégica de Cérdoba (CIQUIBIC). El sexo femenino fue
seleccionado debido a que es mas sensible a los efectos neurotéxicos del MK801 (7, 46).

Para los experimentos de comparacion entre especies se utilizaron también ratas
machos de la cepa Wistar y ratones de ambos sexos de las cepas C57BL/6-129/Sv (N =
25) y CD-1 (N = 10) del bioterio del IMMF y ratones CF-1 (N = 10) provenientes del
Instituto de Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI), Buenos Aires. Ademas, se
utilizaron dos lineas de ratones “knockout” (KO), retrocruzadas por mas de 8
generaciones con la cepa exogamica albina CF-1. Una fue KO del receptor D2 (-/-) y la
otra KO del receptor D4 (-/-). Los animales KO (N = 20) fueron genotipificados al dia
posnatal 30 y se seleccionaron los homocigotos; consecuentemente, presentaban total
ausencia de los receptores D2 0 D4, segun el caso. Los animales mutados y los controles
normales (CF-1) fueron provistos por el Dr. Rubinstein en el INGEBI.

En todos los casos, los animales fueron mantenidos en grupos de seis bajo un ciclo
de luz-oscuridad de 12/12 h., a una temperatura controlada (20/22 ) y con agua y
comida ad libitum. El trato a los animales cumplié estrictamente con las exigencia éticas
internacionales para animales de laboratorio (US National Institutes of Health -NIH-
Publicacion No. 85-23, revisada en 1996).

Drogas y tratamientos

Como prototipo de blogueante NMDA se utilizo6 el MK801 (maleato de dizocilpina,
dizocilpine maleate, (+) -5-Methyl —10, 11 —dihydro-5H-dibenzo [a,d] cyclohepten-5, 10-
imine hydrogen maleate, RBI) cuya alta afinidad y especificidad lo convierten en el
farmaco de eleccién en la investigacion de los efectos inducidos por a-NMDA. La
dizocilpina se suministr6 por via intraperitoneal (i.p.) y la dosis fue de 2.5 mg/kg,
adecuada para provocar una robusta degeneracion en las areas estudiadas sin alcanzar
el efecto techo de la muerte neuronal (76), de manera tal que permite generar tanto
disminuciones como aumentos en los niveles de neurodegeneracion en funcion de los
tratamientos empleados.

En todos los casos, pasadas 48 horas desde la administracion i.p. de MK801 las
ratas fueron sacrificadas para la obtencion del material neurohistolégico. Este tiempo de
sobrevida ha sido seleccionado porque es el momento adecuado para detectar la muerte

neuronal inducida por este farmaco (21, 89).
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Farmacos co-administrados con el MK801 para modular los receptores en estudio

Para modular los receptores en estudio se administraron los siguientes farmacos,
en dosis determinadas para cada caso en funcion de estudios piloto y trabajos
previamente publicados.

-Haloperidol, antagonista de receptores dopaminérgicos, principalmente D2 (30, 78, 110).
Las ratas fueron inyectadas con MK801 y co-administrados a las 0, 4 y 8 h. (3
inyecciones) con haloperidol en dosis de 10 mg/kg (grupo experimental) o CINa 0,9 % i.p.
(grupo control). Adicionalmente, otros dos grupos de animales recibieron respectivamente

sélo solucién salina o haloperidol (tres inyecciones cada 4 horas).

-Tiopental sédico, agonista de los receptores GABA-A (105, 123). Las ratas fueron
inyectadas con MK801 y co-administrados a las 0, 4 y 8 h. (3 inyecciones) con tiopental
sédico en dosis de 5 6 10 mg/kg (grupos experimentales) o CINa 0,9 % i.p. (grupo
control). Ademés, otros animales controles fueron administrados sélo con 10 mg/kg de

Tiopental (tres inyecciones cada 4 horas).

-Muscimol, agonista del receptor GABA-A de alta selectividad (67, 200). Las ratas fueron
inyectadas con MK801 y co-administrados por via intracerebroventricular (i.c.v.) alas 0y
4 h. (2 microinyecciones) con muscimol en dosis de 0.4 pg o buffer fosfato salina (PBS)
0.01 M. Otros animales fueron administrados s6lo con PBS o muscimol. Las
administraciones i.c.v. se realizaron en animales no anestesiados en los que se habia
instalado previamente cdnulas guias en el ventriculo lateral derecho. Las infusiones i.c.v.
tuvieron un volumen final de 2 pL y fueron realizadas con jeringas Hamilton de 5 pL de
capacidad. La inyeccion se realizé siempre en forma lenta y a velocidad constante en un
periodo de 5 minutos y las canulas inyectoras fueron dejadas 3 minutos mas antes de ser
retiradas, con el objetivo de que la droga difunda y evitar la presion negativa al retirarlas.

En otro set de experimentos, las ratas fueron inyectadas con MK801 y co-
administrados in situ en la RSC (intra-RSC) con muscimol en dosis de 10, 100 6 1000 ng
0 PBS 30 minutos después del MK801. Otros animales fueron administrados para control
s6lo con PBS o0 1 pug de muscimol. Las administraciones intra-RSC siempre se efectuaron
en animales libres de anestesia tras instalar previamente canulas guias en el cerebro. El
volumen de infusién fue de 0.5 puL administrado en un periodo de 5 minutos, empleando
jeringas Hamilton de 1 pL. Las cédnulas quedaron situadas en el sitio correspondiente 3
minutos tras el suministro de los farmacos, con el propdsito de que la droga difunda y
evitar la presion negativa al retirarlas.

Ademas, para evaluar el efecto de administraciones del agonista GABA-A tras

iniciar la intoxicacion con MK801, distintos grupos de ratas fueron inyectados con MK801
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y co-administrados intra-RSC con muscimol en dosis de 100 ng o PBS alas 0.5, 5, 10 o
24 h después del MK801.

-Picrotoxina, antagonista no competitivo de los receptores GABA-A (201). Las ratas
fueron inyectadas con MK801 y co-administrados intra-RSC con picrotoxina en dosis de
300 6 1200 ng o PBS 30 minutos después del MK801. En otros animales se administré
soélo picrotoxina intra-RSC en dosis de 1200 ng o por via i.p. 5 mg/kg, para comparar los
efectos sistémicos con los locales.

-DNQX (6,7-Dinitroquinoxaline-2,3(1H,4H)-dione), antagonista competitivo de receptores
AMPA/KA (186, 217). El vehiculo del DNQX fue dimetil sulfoxido (DMSO), compuesto
organico que disuelve la droga a las concentraciones requeridas. Las ratas fueron
inyectadas con MK801 y co-administrados i.c.v. con DNQX en dosis de 15 yg o DMSO a
las 0, 4 y 8 h. (3 microinyecciones). Otros animales recibieron solamente el vehiculo o
DNQX.

En otro set de experimentos, las ratas fueron inyectadas con MK801 y co-
administrados intra-RSC con DNQX en dosis de 0.5, 5 0 10 yg o vehiculo 30 minutos
después del MK801. Otros animales controles fueron administrados solo con vehiculo o
10 ug de DNQX.

Para evaluar el efecto de administraciones del antagonista AMPA/KA a diferentes
tiempos de iniciada la intoxicacion con MK801, distintos grupos de ratas fueron inyectadas
con MK801 y co-administrados intra-RSC con DNQX en dosis de 5 uyg o DMSO a las 0.5,
5, 10 0 24 h después del MK801.

-NASPM (1-Naphthylacetyl spermine), antagonista de receptores AMPA/KA permeables al
calcio (120, 155). Las ratas fueron inyectadas con MK801 y co-administrados intra-RSC
con NASPM en dosis de 10 yg o PBS a las 0.5, 5, 10 0 24 h después del MK801.

-CaEDTA, (calcium ethylene-diamine tetraacetic acid) quelante del zinc que no atraviesa
la membrana celular (23, 166, 191). Las ratas fueron inyectadas con MK801 y co-
administrados intra-RSC con CaEDTA en dosis de 560 yg o PBS a las 0.5, 5, 10 0 24 h
después del MK801.

-MK801, para evaluar la participacién de receptores NMDA en la RSC, las ratas fueron

inyectadas con MK801 y co-administrados intra-RSC con MK801 en dosis de 3 ug o PBS
alas 0.5, 5, 10 0 24 h después del MK801 i.p..
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-Acido kainico, agonista de los receptores AMPA/KA (siendo el agonismo mas potente
hacia el receptor con el mismo nombre) (69, 146). En animales previamente canulados se
realizaron microinyecciones intra-RSC de 1 pL conteniendo 2.5 o 5 nmoles de acido

kainico (0.5y 1 ug, respectivamente).

-AMPA  (-a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid), agonista de los
receptores AMPA/KA (siendo el agonismo méas potente hacia el receptor con el mismo
nombre) (69, 77). En animales previamente canulados se realizaron microinyecciones
intra-RSC de 1 pL conteniendo 2.5 o 5 nmoles de AMPA (0.45 y 0.90 ug,

respectivamente).

Cirugia para la canulacion intracerebral

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina y xilazina (40 y 10
mg/kg i.p., respectivamente) y ubicadas en un aparato estereotaxico. Previo pelado
craneal, se perforé la calota craneana con torno odontolégico y alli se colocaron canulas
guias de acero inoxidable (22 G) en el ventriculo lateral derecho, en las coordenadas: AP
-0.8 mm, VD -1.8 mm, LM +1.5 mm (168). Las canulas se fijaron con acrilico dental y
tornillos enroscados en el hueso craneal. Luego las ratas se reubicaron en sus cajas
habituales por un lapso de 7 dias, para permitir su recuperacion. Para las micro-
administraciones se fabricaron canulas inyectoras (30 G) que sobrepasaran el extremo
por 2 mm, para evitar la succion desde la canula guia al momento de inyectar las
soluciones.

En las ratas canuladas a nivel de la corteza retrosplenial se colocaron canulas guias
en los dos hemisferios en las coordenadas: AP —6.0 mm, VD —0.3 mm, LM +/- 1.6 (168).
Las canulas inyectoras sobrepasaban el extremo por 1.5 mm. Aunque la administracion
intra-RSC fue realizada en un soélo hemisferio, se practicaron canulaciones bilaterales
porque la alta irrigacién de esta zona sumada a la superficialidad necesaria de la canula
guia (para evitar dafio traumatico de la zona a evaluar), tornaban a las mismas proclives a
obstruirse. Asimismo, dado que la neurodegeneracion se comparé entre el lado ipsi vs el
contralateral a la inyeccidn (ver valoracion de la muerte neuronal) el hemisferio no

inyectado es un mejor control cuando también esta canulado (Figura 6).
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Fig. 6: Fotografias que muestran parte del proceso de canulacion de la corteza retrosplenial. En A, la
plataforma (izq.) para la instalacion de las canulas guia (al medio) que luego permitiran la insercion
de la canula inyectora (derecha). En B y C un animal anestesiado en el aparato estereotaxico durante
las fases finales de la doble canulacion intra-RSC. En D un animal 7 dias después de la operacion,
libre de anestesia, que esta siendo administrado con vehiculo, a través de un catéter que conecta la
canula inyectora con la jeringa Hamilton.

Administracion de MK801 en ratones

Ratones KOD2, KOD4 y sus controles normales (CF-1) fueron administrados con
una Unica dosis de MK801 de 10 mg/kg i.p. o salina 0.9 %. Luego de 72 horas fueron
perfundidos transcardiacamente para la obtencion del material neurohistol6gico. El tiempo
de sobrevida y la dosis fueron seleccionadas basados en trabajos previos en ratas y
ratones (21, 211).

En experimentos destinados a comparar entre ratones y ratas la degeneracion
inducida por MK801, animales de ambas especies fueron tratadas con una dosis i.p. de
10 mg/kg de MK801 o NaCl 0.9%. Debido a que previamente se demostrd que la muerte
neuronal en ratas es maxima entre las 48-72 h. (21), estas fueron sacrificadas 72 h. post
inyeccion. Para obtener el tiempo en que ocurre el méximo nivel de neurodegeneracion
en los ratones, diferentes grupos fueron sacrificados a las 15, 24, 32, 48, 56 0 72 h. post
inyeccion. Para evaluar los efectos de tratamientos subcrénicos en ratones, distintos
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grupos de animales fueron administrados con dos dosis de 10 mg/kg de MK801
separadas por 4 h. (dosis final de 20 mg/kg) 6 una primera dosis de 20 mg/kg seguida de
2 inyecciones de 10 mg/kg c/u separadas por 4 h (dosis final de 40 mg/kg). Estos
animales fueron sacrificados 24 h. después de la Ultima inyeccion

Obtencién del material histologico

En animales antestesiados con hidrato de cloral se canul6 la aorta ascendente con
una sonda conectada a una bomba peristaltica. Por esa via se infundieron 150 mL de
solucion lavadora en ratas y 50 mL en ratones, para eliminar la sangre del sistema
vascular que irriga al cerebro. Seguidamente, a fin de conservar los cerebros para las
técnicas histologicas se introdujeron 300 mL de solucion fijadora en las ratas y 150 mL en
ratones.

Solucién lavadora
Glucosa 0.4 %
Sucrosa 0.8 %,

Cloruro de sodio 0.8 %

Solucién fijadora (pH 7.5)

paraformaldehido 4 %;
di-sodio tetra-borato 0.38 %;
sulfito de sodio 0,004 %:;

acido boérico 1 %

Posteriormente, se dejaron los cerebros en su caja craneal a 4 T por 24 h. para
luego ser extraidos y colocados en sucrosa al 30 % para crioproteccion. A continuacion,
los cerebros se seccionaron en plano coronal con micrétomo de congelacion a 40 um de
espesor y las secciones fueron colectadas seriadamente en solucion fijadora o PBS 0.01

M, segun la técnica que se aplico a posteriori.

Técnicas histopatologicas para la deteccion delan  eurodegeneracion

1) Amino-Cupro-Argéntica (A-Cu-Ag): este procedimiento histoquimico es especifico
para la deteccion de neurodegeneracion (44) y es ampliamente utilizado en

neuropatologia y neurotoxicologia experimental (193). Ademas han mostrado ser mas
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efectivas que otras técnicas en la deteccion de los efectos neuropatologicos del MK801
(73). Las etapas de la técnica se ejecutaron tal como figuran en su publicacion.
Brevemente, el procedimiento comenzé con la preparacion de la solucion

preimpregnadora compuesta de:

Agua bidestilada 100 mL
Nitrato de Plata 100 mg
Acido a-amino-n-butirico 53 mg
DL-Alanina 46 mg
Nitrato de Cobre 0,5% 2mL
Nitrato de Cadmio 0,5% 0,2mL
Nitrato de Lantano 0,5% 1,5mL
Rojo Neutro 0,5% 0,5mL
Piridina 1mL
Trietanolamina 1mL
Isopropanol 2mL

Una vez preparada, la solucion preimpregnadora se calenté hasta alcanzar los 50
°C en un horno microondas (Menumaster FS-14 EVP) y luego se dej6 reposar toda la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, los cortes a tefiir se lavaron con agua
deionizada y fueron pasados a la solucién preimpregnadora filtrada donde se calentaron
en el horno microondas hasta alcanzar los 50 °C. Después que la mezcla permanecio a
temperatura ambiente (2 horas aproximadamente) los cortes fueron sometidos a un
lavado con agua deionizada y dos lavados con acetona pura, llevando cada lavado un
tiempo de 45 segundos. Luego los cortes se trasladaron a la solucién impregnadora en

agitacion constante durante 55 minutos a temperatura ambiente. Esta soluciéon se

compone de:
Nitrato de plata 412 mg
Agua bidestilada 5mL
Etanol 100% 4 mL
Acetona 0,05 mL
Hidréxido de litio 0,4% 3mL
Amoniaco 0,65 mL

Estos cortes fueron luego traspasados directamente a una solucién reductora que

estaba a 32 °C durante 25 minutos bajo agitacion constante y agregandole cada 5

35



minutos un volumen de 0,3 mL de la misma solucién impregnadora que se ha utilizado

anteriormente.
Agua bidestilada 800 mL
Formalina 10% 11 mL
Etanol 100% 90 mL
Acido Citrico 1% 6,5 mL

Después los cortes se sometieron a lavados con agua deionizada. Para la
subsiguiente decoloracion, los cortes fueron sumergidos en una solucién de ferrocianuro
de potasio 0,4 % (1-3 minutos) y en otra de permanganato de potasio 0,06 % (15-45
segundos), intercalando éstos con lavados de agua destilada. Finalmente los cortes
fueron pasados por preparaciones estabilizadoras de tiosulfato de sodio 2 % y agua
deionizada, tras lo cual se montaron en portaobjetos y fueron cubiertos con medio de
montaje (Permount o DPX).

Como la técnica A-Cu-Ag ha sido desarrollada sobre la base del tejido de cerebros
de rata, fue necesario un periodo de “puesta a punto” para su aplicacion al tejido de ratén
ya que, en principio, los cortes murinos ofrecian mucha tincion inespecifica que
dificultaban el analisis histopatolégico. La modificacién (desarrollada empiricamente) que
permitié aplicar esta técnica con éxito sistematico en el tejido cerebral de ratén consistid
en que, previo a la preimpregnacion, los cortes seleccionados para la tincion fueron
sometidos a un lavado en etanol al 40 %, en agitacién suave durante treinta minutos.
Después se los lavé con agua bidestilada durante 1 minuto y los cortes se colocaron en la
solucion preimpregnadora a partir de lo cual se prosiguié con el protocolo tal como se

describié arriba.

2) Fluoro-Jade B (FJ-B): marcador fluorescente selectivo de neuronas en estado
degenerativo (181). Los pasos de la técnica se realizaron siguiendo las recomendaciones
de sus autores. Brevemente, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados y
una vez deshidratados se cumplieron los siguientes pasos a través del pasaje de los

portaobjetos en recipientes conteniendo las siguientes soluciones:

-5 min. en xileno

-2 min. en alcohol 100 %

-2 min. en alcohol 50 %

-2 min. en agua destilada

-10 min. en permanganato de potasio 0,06 %
-2 min. en agua destilada
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-20 min. en Fluoro-Jade B 0,0004 % en acido acético 0,1 %
-1 min. en agua destilada

-1 min. en agua destilada

-1 min. en agua destilada

-60 min. secado en la plancha a 50 °C

-1 min. (al menos) en xileno

-Colocacion de cubreobjeto con DPX.

Valoracién de la muerte neuronal

En los experimentos en que el farmaco co-administrado con MK801 fue inyectado
por via i.p. o i.c.v., el nimero de neuronas degeneradas fueron cuantificadas en la RSC y
el PLCo. El conteo fue realizado en hemisecciones en los niveles -respecto al bregma,
segun el atlas del cerebro de la rata (168)- en donde la muerte inducida por MK801 es
maxima y sistematica (-6.7 mm para la RSC y -2.7 mm para el PLCo; Figura 7). Los
valores de cada caso surgen del promedio de tres cortes (para cada técnica histolégica)
préximos al punto de referencia antedicho.

En los ratones, el conteo de neuronas argirofilicas fue realizado en hemisecciones
de la RSC en los niveles -respecto al bregma, segun el atlas del cerebro del raton (169)-
en donde la muerte inducida por MK801 es maxima y sistemética (-3.1/-3.5 mm). Los
valores de cada caso surgen del promedio de tres cortes proximos al punto de referencia
antedicho.

En los experimentos con administraciones intra-RSC se cuantificaron las neuronas
en tres cortes tanto en el lado ipsi como el contralateral a la inyeccion. Estos conteos se
realizaron en dos niveles, uno préximo a la inyeccion (aprox. 0.7 mm) y en otro alejado de
la misma (aprox. 3.5 mm). Los tres valores de cada hemisferio se promediaron y se
calcularon los cocientes entre el lado ipsilateral a la inyeccion vs el contralateral en los
dos niveles -cerca y lejos de la inyeccién- (Figura 8). De esta manera, los controles estan
constituidos por el hemisferio adyacente no inyectado, por las mediciones en el sitio
alejado de la inyeccion y por los animales microinyectados con vehiculo en los que se
realizaron los mismos conteos.

En todos los casos, el registro fue realizado directamente desde el microscopio a un
aumento de 40x de manera ciega a la condicion.
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Figure 89

Interaural 2.28 mm Bregma -6.72 mm

Figure 56

Interaural 6.24 mm Bregma -2.76 mm

Fig. 7: Arriba, la representacion del atlas de la rata donde se muestra el corte coronal de referencia utilizado
para la cuantificacién de la muerte neuronal en la corteza retrosplenial (RSC). Abajo, el corte utilizado para los
conteos realizados en el nucleo amigdalino cortical posterolateral (PLCo). Las areas son bilaterales y estan
pintadas en rojo en un solo hemisferio. Modificado de Paxinos y Watson, 2007.
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Fig. 8: Representacion de la administracion de un farmaco administrado en la RSC (Bregma -6.00 mm) que
confiere proteccion en el drea proxima al sitio de la inyeccion en el hemisferio ipsilateral. El cociente entre el
lado inyectado vs. el contralateral en el sitio alejado (3.5 mm) es 1 indicando que no hubo efectos de la droga.
En cambio, el cociente proximo a la inyeccion (0.7 mm) es 0.2 indicando (expresandolo en porcentaje) que
hubo un 20 % de muerte respecto de lado control o, lo que es lo mismo, un 80% de proteccion asociada a la
inyeccion. Nota: el tamafio de las neuronas y la cantidad estan fuera de escala.

Doble tincion: técnica A-Cu-Ag y técnica de Nissl

Para identificar fehacientemente la localizacién laminar de las neuronas argirofilicas
se seleccionaron preparados procesados con la técnica A-Cu-Ag que fueron sometidos a
la tincién de Nissl, la cual colorea los somas neuronales permitiendo delimitar las distintas
capas de la corteza.

Solucién colorante

Rojo neutro 0,59
Agua destilada 100 mL

Procedimiento:

Serie de alcoholes de hidratacion

Incubacién en solucién de rojo neutro durante 2 minutos
Lavados con agua destilada
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Serie de alcoholes para la deshidratacion
Incubacion en xileno (dos veces)

Colocacién de cubreobjeto con DPX

Doble tincién: FJ-B y HOECHST

Para identificar fehacientemente la localizacion laminar de las neuronas fluoro jade
positivas se seleccionaron preparados que fueron procesados conjuntamente con la
tincion de FJ-B y HOECHST, la cual colorea los somas neuronales permitiendo delimitar
las distintas capas de la corteza. Para realizarlo se siguieron los mismos pasos descriptos
para la técnica de FJ-B excepto que en la solucidon de fluoro jade se agrego el colorante
HOECHST quedando en una concentracion de 0,005 %.

Medicion de Glutamato y GABA en homogenatos

Ratas hembras adultas de cepa Wistar del IMMF fueron cicladas y sélo se
utilizaron aquellas que estaban en diestro, etapa del ciclo en que las hormonas femeninas
son estables, para evitar variabilidad en la medicion de los neurotransmisores. Las
mismas recibieron una infeccion de salina (0.9 % 0.5 ml i.p.) o MK801 (2.5 mg/kg i.p) y
fueron sacrificadas por decapitacion (sin anestesia) 8 6 24 horas después. Estos tiempos
coinciden con el inicio de la muerte neuronal y la fase previa al efecto techo en la
expresion de la misma, respectivamente.

Los cerebros fueron extraidos en el menor tiempo posible e inmediatamente
después se seccionaron los bulbos olfatorios, una porcién de la corteza olfatoria (que
principalmente incluia una parte de la corteza piriforme, la corteza entorhinal y el PLCo) y
la RSC. Con el auxilio de un molde grillado estandar de cerebro de rata se realiz6 un corte
coronal 5 mm delante del bregma, para obtener los bulbos olfatorios, y entre 2.5y 7.5 mm
detras del bregma, para extraer la porcidon caudal del cerebro. Bajo microscopio, la RSC
fue extraida de la porcion caudal del cerebro siguiendo los lineamientos de una
publicacion previa (220). La corteza olfatoria fue obtenida de cada hemisferio (de la
porcion caudal) realizando un corte horizontal a la altura de la fisura rhinal y luego
separando el diencéfalo, el mesencéfalo y el hipocampo ventral. Cada area fue colocada
en un ependorf, pesada en una balanza de alta precision y conservada en frezzer a -70
T hasta el momento de las determinaciones.

El Glutamato y el GABA se cuantificaron por cromatografia liquida de alta presion

(HPLC) (Waters 1515, Isocratic HPLC Pump) acoplada a un detector electroquimico
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(Waters 2465). Los datos fueron obtenidos y procesados por medio del programa
Empower Pro (Waters Corporation, 2002). Se utilizé una columna ODS (150 mm x 4,6
mm, Symmetry; Waters corp). Las  estructuras cerebrales se  homogeneizaron
mecanicamente con acido perclorico (APC) 0,1 M en una relacion de 10 pL del &cido por
cada miligramo de tejido. Se centrifugdé a 30000 g durante 5 minutos a 4 °C.
Posteriormente, a 65 pL del sobrenadante se le adicionaron secuencialmente y siempre
en el mismo orden, 50 pL de buffer borato 0,1 M, pH 10,4, 13 pL de una solucion de 2-
mercaptoetanol 0,1 % v/v en metanol calidad HPLC, y 2,5 pL de una solucion de
ftaldehido 0,1 % en metanol calidad HPLC. Se homogenizé y se incubd durante 10
minutos Y, finalmente, 50 uL de la solucion derivatizada fueron inyectados en el sistema
de HPLC. La fase mdvil consistiéo en una solucion de acido acético glacial (grado HPLC)
0,5 M, 0,05 mM de EDTA, 2 mM de NacCl, acetonitrilo al 12 % y metanol al 5 %, llevado a
pH 3,5 con &cido fosférico. El potencial del electrodo de referencia fue fijado a 1000 mV
contra un electrodo de trabajo de carbon vitreo. La sensibilidad del detector
electroquimico se ajusté a 50 nA. La columna y el detector fueron termostatizados a 45
°C. El flujo de la fase mévil fue de 1,6 mL/min desde el inicio de la corrida hasta los
primeros 12 min. Luego fue cambiado a 2,5 mL/min, flujo que se conservo hasta el final
de la corrida, que dur6 40 minutos.

Estadistica

Para analizar los datos obtenidos en los experimentos en que se administraron los
farmacos por via sistémica o i.c.v. se utiliz6 ANOVA de dos vias (tratamiento x estructura)
y cuando este indicé diferencias significativas, se realizaron pruebas post hoc de Fisher.
Los animales tratados solamente con solucion salina o el farmaco modulador del receptor
estudiado (haloperidol, tiopental, muscimol y DNQX) no fueron incluidos en el analisis por
no presentar ningun signo de neurodegeneracion. Para el andlisis de los experimentos en
que el farmaco modulador fue administrado intra-RSC se utiliz6 ANOVA de dos vias
(dosis x distancia de la inyeccion). Existiendo dos medidas dentro del mismo sujeto
(distancia de la inyeccion: cerca vs. lejos) esta variable fue incluida como factor intrasujeto
(within). Cuando el ANOVA indicé diferencias, se realizaron analisis post hoc de Fisher.

Para la comparacion entre ratones normales y KO se realizé un ANOVA de una
via (genotipos) y cuando este indicé diferencias, se realizaron analisis post hoc de Fisher.
Los animales tratados con salina no fueron incluidos en el analisis por no presentar
ningun signo de neurodegeneracion. Las comparaciones entre ratas y ratones de distintos
sexos se realizaron mediante ANOVA de dos vias (especie x sexo) y cuando este indicé
diferencias, se realizaron andlisis post hoc de Fisher. Los animales tratados solamente
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con salina no fueron incluidos en el analisis por no presentar ningln signo de
neurodegeneracion.

Finalmente, el andlisis de las diferencias entre neurotransmisores se realiz6
mediante ANOVA de una via y cuando este indico diferencias, se realizaron andlisis post
hoc de Fisher. Los animales inyectados con salina (sacrificados a las 8 y 24 h.) se
unificaron como un solo grupo control.

Cada grupo (experimentales y controles) de los experimentos desarrollados
estuvieron conformados por 4-7 animales. En todos los casos el criterio para la

significacion estadistica fue una probabilidad de error de tipo | menor a 5 % (p<0.05).
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Capitulo 3
RESULTADOS



Participacién de receptores dopaminérgicos en la mu erte neuronal inducida por
MK801

La administracion sistémica de haloperidol previene la degeneracién en el PLCo pero
no en la RSC

Para comenzar a indagar si los receptores dopaminérgicos estan involucrados en el
mecanismo degenerativo del MK801 se utilizd haloperidol, un antagonista de los
receptores dopaminérgicos, preferencialmente de tipo D2. Ratas hembras fueron
administradas con una dosis de 2.5 mg/kg de MK801 (dosis neurodegenerativa
submaxima) y coadministradas con salina o 10 mg/kg de haloperidol por via i.p. y sus
cerebros fueron procesados 48 h. después para evaluar la neurodegeneracion. Para
garantizar que la biodisponibilidad del haloperidol fuese paralela a la intoxicacion con
MK801 el haloperidol se aplicé a las 0, 4 y 8 horas después del MK801.

Los animales administrados Unicamente con salina o con haloperidol, no mostraron
ningun signo de neurodegeneracion por lo que no fueron incluidos en el posterior analisis
estadistico. Las ratas tratadas con MK801 y salina mostraron consistentemente muerte
neuronal en la RSC y en el PLCo. La degeneracidn en la RSC afectd especificamente a
neuronas de las capas IV y Va, cuyas prolongaciones degeneradas se extendian en esas
capas y en la capa |, respetando claramente las capas Il y lll donde s6lo se observaron
proyecciones de pasaje. En el PLCo los somas neuronales degenerados se localizaron en
las capas Il y lll y sus prolongaciones degeneradas se extendian en toda la estructura. La
especificidad anatémica y laminar de la neurodegeneracion inducida por MK801 coincide
con los reportes previos que analizaron la distribucion de la neurodegeneracion inducida
por MK801 y otros a-NMDA (21, 58, 74, 89) y fue sistematicamente replicada en todos los
grupos controles tratados con MK801 de los subsiguientes experimentos.

En las ratas que recibieron MK801 y haloperidol la degeneracién somatodendritica
fue marcadamente menor en el PLCo presentando una disminucion del 92 + 5 % respecto
del control. En contraste, en la RSC hubo una tendencia (no significativa) a aumentar la
muerte neuronal (Figura 9) [ANOVA de dos vias: estructura cerebral (F;14=12.40 p<0.01)
tratamiento (F;14 = 0.28 p<0.6) y tratamiento x estructura (Fy 14 = 12.44 p<0.01); seguido
del post hoc LSD Fisher: Haloperidol vs salina en PLCo (p<0.05)]. Los datos sugieren que
la activacion de receptores dopaminérgicos participa en la neurotoxicidad inducida por
MK801 en el PLCo mientras que estos receptores no estarian involucrados en la
degeneracion de la RSC. Esto implicaria que diferentes mecanismos neurotoxicos operan
en las estructuras vulnerables al MK801.
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Fig. 9: Efecto protector del haloperidol en el PLCo ante la neurodegeneracién inducida por MK801.
Cortes coronales del nticleo amigdalino cortical posterolateral (PLCo) de ratas que recibieron MK801 (2.5
mg/kg i.p.) y salina o haloperidol (10 mg/kg i.p. cada 4 h. x3) que fueron analizados con las técnicas FJ-B (A-
D) y A-Cu-Ag (E-F). En A, C y E observamos el patron de muerte neuronal en PLCo caracteristico de
animales tratados con MK801 y salina. En B, D y F, una rata tratada con MKS801 y haloperidol que presentd
un marcado efecto protector. Escala de la barra 100 um (objetivo 10x) en B y F, 200 um en D. En G la
cuantificacion de la muerte neuronal (M + EE en %) en el PLCo y la corteza retrosplenial (RSC). *p<0.05,
respecto del control: salina + MK801, Aco: niicleo amigdalino cortical anterior, Pir: corteza piriforme.

45



Animales carentes de receptores D2 y D4 no difieren de controles en la degeneracién
neuronal inducida por MK801 en la RSC

Para evaluar la participacion de los receptores dopaminérgicos D2 y D4 en el
mecanismo toxico del MK801 se emplearon dos lineas de ratones que carecen de
receptores D2 (112) y D4 (177). Estas cepas de animales proveyeron una oportunidad
para enmendar la falta de selectividad de los antagonistas dopaminérgicos ya que las
deleciones genéticas son 100 % selectivas (171).

Ratones normales (en los cuales si se expresan receptores D2 y D4) y KOD2 y
KOD4 fueron administrados con MK801 y la neurotoxicidad analizada 72 h. después. Las
comparaciones de la neurodegeneracion en la RSC entre las distintas cepas no arrojaron
diferencias (Figura 10) (ANOVA de una via F; 5 = 1.03 p>0.37), confirmando que dichos
receptores no son relevantes en los efectos degenerativos del MK801 en esa estructura.
Inesperadamente, ninguna de las cepas de ratones (incluido el grupo control, sin
alteraciones genéticas) mostraron signos de neurodegeneracion en el PLCo (Figura 11)
por lo que este experimento no permitid evaluar la participacion de los receptores

dopaminérgicos en esta estructura.

Neuronas Degeneradas (%)
g

Ctrol  KOD4  KOD2
Fig. 10: Ratones carentes en receptores D2 y D4 no difieren de controles en la muerte neuronal inducida por
MKS801 en la RSC. El grafico muestra la cuantificacion de la muerte neuronal en la corteza retrosplenial (RSC) de
ratones de tres genotipos: normales (Ctrol), carentes en receptores D2 (KOD2) y carentes en receptores D4 (KOD4)
que fueron administrados i.p. con 10 mg/kg de MK801. Los valores estan expresados en % respecto del control y
reflejan la M + EE correspondiente. No hubo diferencias significativas entre los genotipos.

Fig. 11: Diferencias en la sensibilidad de las neuronas del PLCo a la neurotoxicidad del MK801 entre ratas y
ratones. Cortes coronales del niicleo amigdalino cortical posterolateral (PLCo) de una rata (A) y un ratoén (B) que
fueron administrados con MK801 (10 mg/kg i.p.) y tefiidos con la técnica A-Cu-Ag para la deteccion de
neurodegeneracion. Noétese la total ausencia de signos degenerativos en esta estructura en el raton que contrasta con la
robusta muerte neuronal en la rata. Escala de la barra 100 pm en A y 50 pm en B.

46



Comparacion entre ratas y ratones en la neurodegene  racién inducida por MK801

La imprevista ausencia de neurodegeneracion inducida por MK801 en los ratones
en areas que en las ratas muestran profusa muerte neuronal, inst6 a realizar un analisis
sistematico utilizando otras cepas de ratones normales. La cepa CD-1 fue seleccionada
porque ha mostrado previamente ser sensible a los efectos neurotdxicos reversibles
inducidos por a-NMDA (20) y la cepa C57BL/6-129/Sv para tener otro genotipo distinto
permitiendo evaluar si los resultados obtenidos con la cepa CF-1 eran generalizables a
otras cepas. El experimento inicial consistié en administrar salina o 10 mg/kg de MK801 a
ratas y ratones de ambos sexos que fueron sacrificados 72 horas después para valorar la
neurodegeneracion.

Los animales tratados con salina no mostraron ninguna tincion indicativa de
neurodegeneracion, excepto en los bulbos olfatorios de ratones donde sistematicamente
se observd un nivel basal de neuronas de morfologia apoptoética en la capa granular y
periglomerular. Este resultado es coincidente con observaciones de otros autores que han
utilizado técnicas para tincion de células apoptéticas (47).

Los ratones tratados con MK801 mostraron muerte neuronal en la RSC, bulbo
olfatorio principal (MOB) y degeneracion terminal en la capa lacunosum molecular del
area CAl del hipocampo. En determinados casos también se detectaron algunas
neuronas degenerativas en la corteza entorhinal. En contraste, las ratas hembras tratadas
con 10 mg/kg mostraron neurodegeneracion de mucha mayor magnitud en esas mismas
areas y ademas profusa muerte somatodendritica en el PLCo, giro dentado, corteza
piriforme y sistemética degeneracion terminal en &reas neocorticales. Otra diferencia
importante fue que mientras en las ratas el efecto neuropatoldgico fue sexualmente
dimoérfico (siendo las hembras mas sensibles que los machos) los patrones de
neurodegeneracion entre ratones de ambos sexos eran idénticos, indicando ausencia de
diferencias sexuales (Tabla 1).

El andlisis cuantitativo reveld que en ratas hembras los somas argirofilicos
degenerados en la RSC promediaron los 233 + 38 (por hemiseccion) y en machos 22 £ 5
mientras que en las cepas de ratones CD-1 fue de 4,4 + 1 en las hembrasy de 5,2 £1
en los machos. En las cepas C57BL/6-129/Sv y CF-1 los promedios fueron de 8 +1y 3 +
1, respectivamente (Figura 12) [ANOVA de dos vias: especie (F; ;5 =19.61, p<0.01), sexo
(F1,15 = 14.27, p<0.01) y especie x sexo (F 5 = 14.53, p<0.01); seguido del post hoc
LSD Fisher: ratas hembras vs ratas machos y todos los ratones (p<0.0001); ratas macho
vs todos los ratones (p<0.001)]. Asi, el andlisis cuantitativo confirmé que los ratones
carecen del dimorfismo sexual y que la degeneracion es de mucha menor magnitud.

Para determinar si la falta de degeneracién en ciertas estructuras de los ratones

pudiera deberse a que el tiempo de sacrificio no fuese el adecuado para esta especie, se
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Tabla 1. Comparacion de los efectos neurodegenerativos del MK801 entre ratas y ratones de ambos sexos

Estructura Cerebral RATAS RATONES
Hembras Machos Hembras Machos
Bulbo Olfatorio SS SS S S
Niucleo Olfatorio Anterior T - - -
Corteza Olfatoria Primaria SSSTTT - - -
Tubérculo Olfatorio TT - - -
Tenia Tecta S - - -
Amigdala Olfatoria SSSTT ST - -
Corteza Entorhinal SSSTT ST S S
Cuerno de Amon 1 TTT TT TT TT
Giro Dentado SSST - - -
Subiculum TT T - -
Corteza Cingular Anterior STTt T - -
Corteza Retrosplenial SSSSTTTT STt st st
Corteza Sensorial SSTTT TT - -
Corteza Motora T T - -

La técnica A-Cu-Ag detectd degeneracion somatica (S) y terminal (T). EI namero de letras
refleja el grado de severidad (1-4). Las letras minusculas (s, t) indican grados intermedios.

realiz6 un estudio del curso temporal de la degeneracién inducida por MK801 sacrificando
distintos grupos a las 15, 24, 32, 48, 56 o 72 horas después de la administracion. Dicho
estudio replicd los hallazgos previos de que las Unicas estructuras afectadas
consistentemente en los ratones son la RSC, CAl del hipocampo y el MOB, el cual
presenté mayor cantidad de células apoptéticas a las 15 horas post-administracion. La
RSC no mostré diferencias cuantitativas entre las distintas sobrevidas estudiadas pero si
se constatd que a partir de las 48 horas las neuronas mostraban mayor fragmentacion
gue en las ratas, sugiriendo que el proceso degenerativo o fagocitico es mas rapido en los
ratones.

Otros grupos de ratones fueron tratados con dosis repetidas de dos o tres
inyecciones de MK801 (20 y 40 mg/kg finales) para verificar si otras estructuras pudieran
mostrar cambios degenerativos al aumentar la dosis. A pesar de que dichos tratamientos
generaron un aumento del nimero de neuronas en la RSC, la inspeccion del resto del
cerebro no revel6 que nuevas areas presentaran cambios degenerativos, indicando que
las Unicas estructuras sistematicamente injuriadas en los ratones son la RSC, el MOB y
CAl, y que este patron es similar en ambos sexos.

Para mayores detalles de este estudio derivado del experimento con ratones

transgénicos remitirse al material anexo.
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Fig. 12: Los ratones son menos sensibles que las ratas a los efectos neurotéxicos del MK801 y carecen
del dimorfismo sexual. Cortes coronales de la corteza retrosplenial (RSC) de ratas (A y B) y ratones (C y D)
hembras y machos (izquierda y derecha, respectivamente) que fueron tefiidos con la técnica A-Cu-Ag para la
deteccion de neurodegeneracion. Notese el dimorfismo sexual en las ratas donde la hembra (A) muestra mayor
argirofilia que el macho (B); una diferencia que no se observa entre ratones hembras (C) y machos (D).
Asimismo, la degeneracion en los ratones es de menor magnitud ain cuando se compara con la rata macho.
Escala de la barra 400 um en B y 200 um en D. En E la cuantificacion de las neuronas degeneradas (M + EE)
en la RSC de ratas y ratones de ambos sexos (ratas Wistar, ratones: CD-1, C57BL/6-129/Sv y CF-1). *
p<0.0001 ratas hembras vs todos los demas grupos, # p<0.001 ratas macho respecto de todos los grupos de
ratones.
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Participacion de receptores gabaérgicos en la muert e neuronal inducida por MK801

La administracién sistémica de tiopental previene | a degeneracion inducida por MK801

en la RSC pero no en el PLCo

Como primera aproximacién para evaluar si los receptores GABA-A participan en el
mecanismo neurodegenerativo del MK801, se realizaron inyecciones sistémicas del
agonista GABA-A tiopental y se evaluod la neurodegeneracién en la RSC y el PLCo dos
dias después. Los animales fueron tratados con MK801 y coadministrados a las 0, 4y 8
horas con 5 o0 10 mg/kg de tiopental. La repeticion de las administraciones fue para
garantizar que la biodisponibilidad del tiopental fuese paralela a la intoxicacion con MK801
y para evitar el uso de dosis anestésicas que asociadas con MK801 podrian resultar
letales.

Los animales administrados Unicamente con salina o con tiopental no mostraron
ningun signo de neurodegeneracion por lo que no fueron incluidos en el posterior analisis
estadistico. La RSC de los animales tratados con MK801 y tiopental mostraron una
disminucioén de la neurodegeneracion del 52 + 12 % y 97 = 2 %, con la dosis de 15y 30
mg, respectivamente, evidenciando un efecto protector dosis dependiente. En contraste,
en el PLCo el tiopental ejerci6 efectos bifasicos provocando un aumento en la
degeneracién (93 + 28 %) con la dosis de 15 mg mientras que no tuvo efectos
significativos con la dosis de 30 mg (Figura 13 A-G) [ANOVA de dos vias: tratamiento
(F221 = 14.42 p<0.001), estructura cerebral (Fi,; = 43.93 p<0.0000) y tratamiento x
estructura (F,,; =13.33 p<0.001). Post hoc LSD Fisher: Tiopental 15 mg vs Salina
(p<0.01), Tiop. 30 mg vs Salina (p<0.0001), en RSC; y Tiop. 15 mg vs Salina (p<0.001),
en PLCo]. Los datos indican que la estimulacion sistémica de receptores GABA-A es
neuroprotectora en la RSC pero no en el PLCo, sugiriendo que diferentes mecanismos

neurotoxicos operan en las distintas estructuras injuriadas por el MK801.

La administracion intracerebroventricular de muscim ol protege contra la degeneracion
inducida por MK801 en la RSC pero no en el PLCo

Para continuar evaluando si los receptores GABA-A son mediadores del efecto
toxico del MK801 se administré muscimol por via i.c.v. en animales intoxicados con
MK801. Esta aproximacion pretendié superar dos limitaciones de los estudios anteriores:
1) minimizar posibles interacciones farmacocinéticas entre el agonista GABA y el MK801

gue estén generando efectos protectores debido a una disminucién en la biodisponibilidad
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del MK801 y no al agonismo del receptor; 2) el muscimol es un agonista de mayor
especificidad que el tiopental por los receptores GABA-A.

La administracion i.c.v. de muscimol (sin MK801) result6 letal en dosis de 30 ug.
En asociacion con MK801, dosis de muscimol de 10 y 2.5 ug también resultaron mortales
mientras que, 0.75 ug (dividida en dos inyecciones c/4 h.) no afectaron la viabilidad de los
animales por lo que fueron las utilizadas para el experimento. Los animales tratados
solamente con 0,75 pg de muscimol o PBS i.c.v. no mostraron ningin signo de
neurodegeneracion en la RSC ni en el PLCo por lo que no fueron incluidos en posteriores
comparaciones. Los animales tratados con MK801 y coadministrados con muscimol
evidenciaron un robusto efecto protector en la RSC (90 = 2,7 %) pero no en el PLCo
(Figura 13 H) [ANOVA de dos vias: tratamiento (Fi, = 17.35 p<0.0001), estructura
cerebral (F120 = 12.34 p<0.01) y tratamiento x estructura (F;, = 13.04 p<0.01); seguido
del post hoc LSD Fisher: Muscimol vs PBS en RSC (p<0.0001)]. Los datos confirmaron
que el agonismo GABA-A en el cerebro resulta protector en la RSC y no en el PLCo,
reforzando la idea de que la pérdida de inhibicién gabaérgica es un mecanismo de la
neurotoxicidad inducida por MK801 en la RSC mientras dicha alteraciéon no es relevante

para la muerte de las neuronas del PLCo.

La administracion de muscimol en la RSC es suficien te para prevenir la muerte

neuronal inducida por MK801

Para indagar si la inhibicion de la muerte neuronal encontrada con las
administraciones sistémicas o i.c.v. se debia a la accién sobre los receptores GABA-A en
la propia RSC, se inyectaron diferentes dosis de muscimol en un hemisferio de la RSC 30
minutos después del MK801 y la neurodegeneracion fue evaluada 48 horas mas tarde. La
comparacion en este caso fue realizada con el hemisferio contralateral (no inyectado)
tanto en un sitio proximo a la inyeccion (a una distancia de 0.7 mm) como en un sitio
alejado de la misma (3.5 mm), representando la porcion posterior y anterior de la RSC,
respectivamente.

Los animales tratados con muscimol mostraron una proteccién del 69 + 15 % y 72
+ 16 % con dosis de 10 y 100 ng, respectivamente, especificamente asociada al sitio
cercano a la inyeccion. La dosis de 1000 ng anul6 completamente la muerte en el area
cercana a la inyeccion y extendiendo su efecto protector hacia la zona distante, sugestivo
de una amplia difusién de la droga (Figura 14 A-C) [ANOVA de dos vias: tratamiento (F3 15
= 40.97 p<0.0000), distancia (F1 s = 21.61 p<0.001) y tratamiento x distancia (Fz 5= 6.34

p<0.01). Post hoc LSD de Fisher comparando entre-grupos (cercano a la inyeccion):
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Fig. 13: Efecto protector de agonistas GABA-A en la RSC ante la neurodegeneracion inducida por
MKS801. Cortes coronales de la corteza retrosplenial (RSC) y el nticleo amigdalino cortical posterolateral
(PLCo) provenientes de animales administrados con MK801 (2.5 mg/kg i.p.) y salina o tiopental (30 mg/kg,
i.p.) que fueron analizados (48 h. después) con las técnicas FJ-B y A-Cu-Ag para la deteccion de
neurodegeneracion. En A y C (FJ-B y A-Cu-Ag, respectivamente) observamos el patron de muerte neuronal
en la RSC caracteristico de animales tratados con MK801 y salina. Las ratas tratadas con MK801 y tiopental
presentaron marcada reduccion de la neurodegeneracion en la RSC (B y D) mientras que el mismo tratamiento
no tuvo efectos en el PLCo (E y F control y tiopental, respectivamente). Escala de la barra 200 pm (objetivo
10x). En G la cuantificacion de la muerte neuronal de los experimentos con tiopental y en H de los
experimentos con muscimol i.c.v. *p<0.01, ***p<0.0001 respecto del control: salina + MKS801. Los valores
estan expresados en % respecto del control y reflejan la M + EE correspondiente.
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muscimol 0 vs 10 y 1000 ng (p<0.0001), 100 ng (p<0.001); comparando intra-grupos
(cerca vs lejos) 10 ng (p<0.0001) y 100 ng (p<0.01)].

El resultado demuestra que el agonismo GABA-A en la propia RSC es suficiente
para prevenir el efecto neurodegenerativo del MK801 sugiriendo que la pérdida del tono
inhibitorio en las neuronas vulnerables podria ser un elemento clave en el muerte

neuronal.

Ventana temporal para la proteccién ejercida por mu  scimol ante los efectos

neurodegenerativos del MK801

Los experimentos anteriores mostraron que el muscimol ejercié un potente efecto
protector contra la muerte neuronal inducida por MK801. Para conocer el periodo
temporal en el que puede prevenir la neurodegeneracion, se aplicé una microinyeccion
intra-RSC de 100 ng de muscimol a distintos tiempos (0.5, 5, 10 o 24 horas) luego de
iniciada la intoxicacion con MK801. Los animales tratados con muscimol mostraron una
proteccion entre el 72 y 83 % hasta 10 horas después de administrado el MK801 mientras
que su aplicacion 24 horas después ya no revirti6 el efecto degenerativo de la droga
(Figura 14 D) [ANOVA de dos vias: tiempo (F42 = 11.55 p<0.0000), distancia (F12 =
45.45 p<0.0000) y tiempo x distancia (Fs2 = 6.92 p<0.01). Post hoc LSD de Fisher
comparando entre-grupos (cercano a la inyeccién): control vs muscimol a las 0.5, 5y 10 h
(p<0.0001); comparando intra-grupos (cerca vs lejos) a las 0.5 h (p<0.01), 5 h (p<0.0001)
y 10 h (p<0.001)]. Estos resultados confirmaron el efecto protector del muscimol y
demuestran que aun pasadas varias horas de iniciada la intoxicacion es posible prevenir
la neurotoxicidad del MK801 estimulando los receptores GABA-A de la RSC.

La picrotoxina intra-RSC no induce neurodegeneracio n ni altera la muerte neuronal
inducida por MK801

Los resultados previos que mostraron proteccion con agonistas GABA-A sugieren
que el MK801 inhibe neuronas gabaérgicas y que la consecuente disminucién de la
actividad inhibitoria a través del receptor GABA-A contribuye a la muerte. Sin embargo, el
muscimol podria ejercer una proteccién por su efecto hiperpolarizante (alejando las
neuronas del umbral excitotoxico) sin que esto implique que esta “corrigiendo” una
alteracion inducida por el MK801 en el sistema gabaérgico. Para demostrar que la
disminucién de inhibicion GABA-A en la RSC media la neurotoxicidad inducida por

MK801, el bloqueo de receptores GABA-A per se deberia inducir muerte neuronal o
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incrementar la neurodegeneracion inducida por el MK801. Ratas previamente canuladas
fueron microinyectadas con picrotoxina en la RSC de animales sin tratamiento o
intoxicados con MK801. Ademas otros animales recibieron 5 mg/kg de picrotoxina por via

i.p. para diferenciar efectos sistémicos de los locales.
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Fig. 14: Administracion local de muscimol y ventana temporal de sus efectos protectivos frente al
MKS801. Cortes coronales de una rata que fue microinyectada en la corteza retrosplenial (RSC, Bregma —6.00)
con una dosis de 10 ng de muscimol donde se observa, en B, una marcada inhibicion de la muerte neuronal en
el hemisferio inyectado que contrasta con la falta de efecto en el lado contralateral (no inyectado pero si
canulado). En A, el mismo cerebro pero en un corte anterior (Bregma —2.5 mm) y alejado de la inyeccion (3.5
mm) donde no hay diferencias ipsi/contralaterales. La cuantificacion con las distintas dosis de muscimol
empleadas se detallan en C. Las barras representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas degeneradas
del hemisferio ipsilateral a la inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un sitio proximo
a la administracion (barras blancas) como en un nivel alejado de la misma (barras negras). En D se grafica la
ventana temporal en la que se puede prevenir la neurodegeneracion luego de iniciada la intoxicacion con
MKS801 (0.5, 5, 10 o 24 horas). Los puntos representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas
degeneradas del hemisferio ipsilateral a la inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un
sitio proximo a la administracion (puntos blancos) como en un nivel alejado de la misma (puntos negros). **
p<0.001 ***p<0.0001 respecto al control (cerca); #p<0.01 ##p<0.001 ###p<0.0001 respecto al sitio alejado
(lejos) en la misma condicion.

La administraciéon de picrotoxina en dosis de 1200 ng, la cual provoca extensiva
degeneracion en otras estructuras (201), no indujo ningun signo de neurodegeneracion ni
efectos comportamentales evidentes mientras que las administraciones sistémicas

provocaron convulsiones y la muerte de los animales a los 30 minutos de inyectada la
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droga. Inesperadamente, ninguna de las dosis administradas en animales intoxicados con
MK801 modificaron significativamente la muerte neuronal (Figura 15) (ANOVA: F, 14 =
0.08; P>0.92). Los datos indican que la pérdida de inhibicion GABA-A en la RSC no es
suficiente para disparar procesos degenerativos ni incrementar el provocado por MK801.
En conjunto los experimentos sugieren que el efecto protector del agonismo GABA-A
ocurriria por contrarrestar un estado excitotoxico originado por activacion de otros
receptores; y que la pérdida de inhibicion gabaérgica en las neuronas retrospleniales no
seria un mecanismo que lleve a la muerte neuronal inducida por MK801.
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Fig. 15: Administracion de picrotoxina en la RSC de animales tratados con MK801. Cuantificacion de los
casos tratados con MK801 y microinyectados con distintas dosis de picrotoxina (antagonista GABA-A) en la
corteza retrosplenial (RSC). Las barras representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas degeneradas
del hemisferio ipsilateral a la inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un sitio proximo
a la administracion (barras blancas) como en un nivel alejado de la misma (barras negras). Ninguna de las
dosis utilizadas modifico significativamente la muerte neuronal inducida por el MK801.

Niveles de GABA y glutamato en la corteza retrosple  nial, corteza olfatoria y bulbo
olfatorio en animales intoxicados con MK801

Los experimentos anteriores sugieren que la muerte neuronal inducida por MK801
es de tipo excitotoxica porque es contrarrestada por drogas que hiperpolarizan las
membranas. Esto se refuerza con el andlisis cualitativo de los preparados histoldgicos
cuyos perfiles argirofilicos son consistentes con muerte por excitotoxicidad como las
inducidas por andlogos del glutamato (44). Para continuar evaluando el rol del sistema
gabaérgico y explorar la posible participacion del sistema glutamatérgico en los efectos
neurodegenerativos del MK801 se procedié a medir los niveles de GABA y glutamato en
animales tratados con la droga o con solucién salina. Se realizaron homogenatos de la
RSC vy la corteza olfatoria (conteniendo al PLCo) en las que el MK801 induce muerte
excitotoxica; y el bulbo olfatorio, donde el MK801 genera muerte apoptética. Las
mediciones se realizaron 8 o0 24 horas después de la administracion, tiempos que

preceden el inicio de la muerte neuronal y el efecto techo de la misma, respectivamente.
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Los datos obtenidos indicaron que no hubo alteraciones en los niveles de GABA
en ninguna de las estructuras analizadas pero si en los niveles de glutamato, los cuales
se detectaron disminuidos a las 8 horas tanto en la RSC (16 %) (ANOVA F,,, = 3.71;
P<0.05) como en la corteza olfatoria (20 %) (ANOVA F,,, = 3.57; P<0.05). No se
registraron cambios en el bulbo olfatorio indicando que las alteraciones en los niveles del
glutamato no son generalizadas (Figura 16). La disminucion del glutamato en la RSC y la
corteza olfatoria indica que este neurotransmisor se encuentra alterado en areas donde
hay muerte neuronal excitotoxica. Ademas, el decremento fue especifico para este
neurotransmisor ya que los niveles de GABA no se modificaron en ninguna de las
estructuras estudiadas, reforzando la nocion de que el MK801 no mediaria sus efectos
neurodegenerativos alterando la transmision gabaérgica. Asi, los efectos protectores
encontrados con agonistas GABA-A podrian atribuirse al efecto inhibitorio que
contrarrestaria el estado excitotoxico que se originaria por alteraciones en el sistema
glutamatérgico.
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Fig. 16: Niveles de glutamato y GABA en animales tratados con MKS801. Los niveles de
neurotransmisores fueron valorados, empleando HPLC en homogenatos de la corteza retrosplenial, la
corteza olfatoria y el bulbo olfatorio. Ratas hembras fueron cicladas y aquellas en periodo de diestro
recibieron una inyeccion de MK801 (2.5 mg/kg) o salina i.p. Posteriormente, fueron decapitados 8 o 24
horas luego de la administracion de las soluciones. Las barras representan la M + EE de las concentraciones
del neurotransmisor expresadas como pmol/mg de tejido. No hubo alteraciones en los niveles de GABA en
ninguna de las estructuras analizadas mientras que los niveles de glutamato se encuentran disminuidos a las
8 horas tanto en la RSC como en la corteza olfatoria. *p<0.05 respecto al salina.
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Participacién de receptores glutamatérgicos en la m uerte neuronal inducida por
MK801

La administracion intra-RSC de MK801 no aumenta la degeneracion inducida por la

administracion sistémica

Los experimentos anteriores sugieren que el sistema glutamatérgico se encuentra
alterado en areas en las que el MK801 induce muerte excitotoxica y que la degeneracion
es inhibida localmente por drogas que hiperpolarizan la membrana neuronal,
presumiblemente porque aleja a las neuronas del umbral excitotéxico. Como primera
aproximacion a la posible participacion de receptores glutamatérgicos en este fendémeno
se administré 2.5 mg/kg de MK801 por via i.p. y a distintos tiempos (0.5, 5, 10 0 24 horas)
de iniciada la intoxicacion se aplicé una microinyeccion de MK801 (3 ug) intra-RSC. Este
experimento tuvo como primer objetivo testear si los receptores NMDA estaban
involucrados en la toxicidad de la droga, particularmente en tiempos mas tardios de
iniciada la intoxicacién con MK801, cuando los niveles de MK801 en cerebro declinarian
dejando los receptores NMDA libres de bloqueo. Asimismo, debido a que la dosis
sistémica del MK801 esta lejos del efecto techo, permitié evaluar si el bloqueo NMDA en
la propia RSC es el responsable de los efectos degenerativos observados tras las
administraciones sistémicas.

Los resultados mostraron una proteccion moderada pero significativa (37 = 14 %) en
el grupo administrado a las 5 horas (Figura 17) [ANOVA: tiempo; distancia (F;,4 = 0,03
p<0.9) y tiempo x distancia (Fs24 = 2.89 p<0.05). Post hoc LSD de Fisher: Control vs
MK801 a las 5 h (p<0.01), tanto cuando se compara entre-grupos (cercano a la inyeccién)
como intra-grupos (cerca vs lejos)]. El hecho de que a ninguna sobrevida haya
aumentado la muerte neuronal implica que las acciones del MK801 que conducen a la
neurodegeneraciéon con las administraciones sistémicas ocurren fuera de la RSC o, al
menos, requieren de la contribucion de otras estructuras que interactian con esta corteza.
Asimismo, la proteccion encontrada a las 5 horas de iniciada la intoxicacion sugiere que
en cierto periodo del proceso téxico existen receptores NMDA no bloqueados por el
MK801 que contribuyen, en algin grado, a los efectos degenerativos inducidos por las

administraciones sistémicas de la droga.
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Fig. 17. Microinyecciones MK801 en la RSC a distintos tiempos luego de una intoxicacion aguda
con MK801. Los puntos representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas degeneradas del
hemisferio ipsilateral a la inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un sitio proximo
a la administracion (puntos blancos) como en un nivel alejado de la misma (puntos negros) a distintos
tiempos (0.5, 5, 10 y 24 horas) luego de la administracion de MK801. Los resultados mostraron un efecto
significativo en el grupo administrado a las 5 horas. *p<0.01 respecto al control (cerca); # p<0.01 respecto
al sitio alejado de la inyeccion (lejos) en la misma condicion

La administracién i.c.v. de DNQX previene la muerte neuronal inducida por MK801 en la
RSC pero no en el PLCo

El experimento anterior indicé que la sobre-estimulacion de receptores NMDA no
seria mayormente relevante en la neurodegeneracion inducida por a-NMDA. Asi, el
siguiente experimento inici6 una serie de evaluaciones tendientes a dilucidar si la
sobreactivacion de receptores AMPA/KA participa en el mecanismo neurotoxico del
MK801. Para ello se administré por via i.c.v. un antagonista selectivo de los receptores
AMPA/KA (DNQX) y se valor6 la muerte neuronal inducida por MK801 en la RSC vy el
PLCo.

Los animales tratados solamente con DNQX o DMSO (vehiculo de la droga) no
mostraron signos de neurodegeneracion en la RSC ni en el PLCo. Estudios pilotos en
animales tratados con MK801 y dosis crecientes de DNQX (2.5, 5, 10 ug repartidas en
dos inyecciones c/4 horas) no arrojaron diferencias mientras que dosis de 70 ug
resultaron letales. Por el contrario, inyecciones de 15 pg administradas a las 0, 4 y 8
horas después del MK801 resultaron viables y disminuyeron en un 70 + 12 % la muerte
neuronal en la RSC pero no tuvieron efectos en el PLCo (Figura 18 A-C) [ANOVA de dos
vias: tratamiento (Fi:3 = 10.82 p<0.01), estructura cerebral (F;13 = 22.71 p<0.001) y
tratamiento x estructura (F1 15 = 8.51 p<0.01); post hoc LSD de Fisher: DNQX vs DMSO en
RSC (p<0.001)]. Estos datos sugieren que la sobreactivacion de receptores AMPA/KA es

un factor clave en la neurodegeneracion inducida por MK801 en la RSC. Por otro lado,
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refuerzan la idea de que los mecanismos operantes en la RSC son distintos de los que

llevan a la neurotoxicidad en el PLCo.

La administracion intra-RSC de DNQX protege contra la muerte neuronal inducida por
MK801

Debido a que un farmaco administrado i.c.v. difunde a todo el cerebro, el
experimento anterior no define si la proteccion provista por el DNQX obedece al bloqueo
de los receptores AMPA/KA en la propia RSC o si se ejerce indirectamente, afectando a
estructuras que interactian con esta corteza. Para indagar si el bloqueo AMPA/KA en la
RSC es suficiente para ejercer un efecto protector se inyectaron distintas dosis de DNQX
directamente en la RSC en animales tratados con MK801 y se evaluo la
neurodegeneracion 48 horas después en el lado ipsi y contralateral a la inyeccion tanto en
un sitio cercano como alejado de la misma.

Los animales tratados con DNQX mostraron una proteccion especificamente
asociada al sitio cercano a la inyeccion tanto con 0.5 pg (72 £ 7 %), 5 ug (79 + 20 %) y 10
Mg (96 + 3 %) que fue estadisticamente significativa para cada dosis respecto de los
controles (Figura 18 D) [ANOVA de dos vias: tratamiento (Fz 15 = 40.97 p<0.001), distancia
(F115 = 21.61 p<0.0000) y tratamiento x distancia (Fs 5 = 6.34 p<0.001). Post hoc LSD de
Fisher comparando entre-grupos (cercano a la inyeccion): DNQX 0 vs 0.5, 5y 10 ug
(p<0.0001); comparando intra-grupos (cerca vs lejos) 0.5 pg (p<0.0001), 5 pg (p<0.01) y
10 pg (p<0.001)]. Estos datos indican que el bloqueo de los receptores AMPA/KA en la
propia RSC es suficiente para impedir la muerte neuronal inducida por MK801 sugiriendo
qgue la sobreactivacion de dichos receptores en la RSC, probablemente en las propias

neuronas vulnerables, es un disparador del efecto neurodegenerativo.

Ventana temporal para la proteccion ejercida por DN QX ante los efectos
neurodegenerativos del MK801

Los experimentos anteriores mostraron que el blogueo AMPA/KA previene la
neurodegeneracién inducida por MK801. Para evaluar el periodo temporal en el cual el
blogueo de receptores AMPA/KA es capaz de prevenir la degeneracién inducida por
MK801 se administré DNQX (5 ug) intra-RSC a las 0.5, 5, 10 o 24 horas después de
iniciada la intoxicacion con MK801.
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Fig. 18: Efecto protectivo de la administracion de DNQX en la RSC pero no en el PLCo en animales
tratados con MKS801. Cortes coronales de la corteza retrosplenial (RSC) provenientes de animales
administrados con MK801 (2.5 mg/kg i.p.) y DMSO (vehiculo) o DNQX (45 ng i.c.v.) que fueron
analizados 48 h. después con la técnica A-Cu-Ag para la deteccion de neurodegeneracion. En A, un caso
prototipico de los animales tratados con MK801 y vehiculo donde se denotan las neuronas degeneradas
como asi también sus prolongaciones (ver inserto debajo). En B, un corte equivalente de un caso tratado con
DNQX donde se constata el efecto inhibitorio de esta droga en la muerte neuronal inducida por el MKS801.
Escala de la barra 200 um (objetivo 5x, recuadro inferior 40x). En C la cuantificaciéon (M = EE en %) en la
RSC y en el nicleo amigdalino cortical posterolateral (PLCo) donde se confirma estadisticamente que la
droga fue protectiva solamente en la RSC. **p<0.001 respecto al control (MK801 + vehiculo). En D, se
observa el efecto protectivo con distintas dosis de DNQX microinyectadas en la RSC. Las barras
representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas degeneradas del hemisferio ipsilateral a la
inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un sitio préximo a la administracion (barras
blancas) como en un nivel alejado de la misma (barras negras). ***p<0.0001 respecto al control (cerca);
#p<0.01 ##p<0.001 ###p<0.0001 respecto al sitio alejado (Iejos) en la misma condicion.

Similar a lo observado con muscimol, los animales tratados con DNQX mostraron
una proteccion entre el 76 y 87 % hasta las 10 horas post administracion del MK801
mientras que a las 24 horas ya no hubo efectos (Figura 19 A) [ANOVA de dos vias:
tiempo (F417=10.73 p<0.001), distancia (F1,17 = 61.72 p<0.0000) y tiempo x distancia (F4 17
= 11.79 p<0.0001). Post hoc LSD de Fisher comparando entre-grupos (cercano a la
inyeccion): Control vs DNQX a las 0.5, 5 y 10 h (p<0.0001); comparando intra-grupos
(cerca vs lejos) 0.5 h (p<0.01), a las 5 y 10 h (p<0.0001)]. Estos resultados confirmaron
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gue la sobreactivacion de receptores AMPA/KA contribuye a la muerte neuronal inducida
por a-NMDA y sugieren que probablemente sea necesaria una estimulacion sostenida de

al menos 10 horas para que sea letal para las neuronas.

La administracion intra-RSC de NASPM ejerce una pro tecciébn moderada contra la

degeneracion inducida por MK801

Continuando con la evaluacion de receptores glutamatérgicos y siguiendo el
disefio del experimento anterior se administr6 NASPM, un antagonista selectivo de una
subpoblacion de receptores AMPA/KA que son permeables al calcio, lo que los convertia
en potenciales responsables de la neurodegeneracion inducida por sobre-estimulacién
AMPA/KA (166). Los resultados indicaron que el NASPM fue parcialmente protectivo
cuando administrado a las 5 (37 £ 8 %) 6 10 horas (45 + 8 %) luego de la intoxicacion con
MK801 (Figura 19 B) [ANOVA de dos vias: tiempo (F4,4 = 4.64 p<0.01), distancia (F1.4 =
7.79 p<0.05) y tiempo x distancia (F424 = 5.96 p<0.01). LSD Fisher post hoc: Control vs
NASPM a las 5 h (p<0.001) y 10 h (p<0.0001), tanto cuando se compara entre-grupos
(cercano a la inyeccién) como intra-grupos (cerca vs lejos)]. Estos resultados sugieren
gue en cierto periodo del proceso toxico inducido por MK801 la neurodegeneracion es
mediada, al menos en parte, por los receptores AMPA/KA permeables al calcio.

La administracion intra-RSC de CaEDTA no produjo ca mbios significativos en la
neurodegeneracion inducida por MK801

Los receptores AMPA/KA permeables al calcio son también altamente permeables
al zinc y es conocido que la acumulacién intracelular de este catién puede provocar
neurodegeneracion (Paoletti et al., 2009). Basados en esto y en los resultados del
experimento anterior con NASPM se evalu6 el efecto de CaEDTA, un quelante de zinc
gue no atraviesa la membrana celular, siguiendo la misma metodologia que en los
experimentos anteriores. La administracion local de CaEDTA a distintos tiempos post-
administracion del MK801 (0.5, 5, 10 y 24 horas) no tuvo efectos significativos (Fig. 19 C)
(ANOVA: F424 = 0.51; P>0.73). Estos resultados sugieren que el zinc no mediaria los

efectos degenerativos del MK801.
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Fig. 19. Microinyecciones de DNQX, NASPM y CaEDTA en la RSC a distintos tiempos luego de una
intoxicacion aguda con MKS801. Las puntos representan el cociente (M + EE en %) entre las neuronas
degeneradas del hemisferio ipsilateral a la inyeccion vs. el hemisferio contralateral no inyectado, tanto en un
sitio proximo a la administracion (puntos blancos) como en un nivel alejado de la misma (puntos negros) a
distintos tiempos (0.5, 5, 10 y 24 horas) luego de la administracion i.p. de MK801. En A, se muestra el efecto
de DNQX (5 pg intra RSC), antagonista de receptores AMPA/KA, que generd proteccion de similar magnitud
hasta las 10 horas mientras que a las 24 horas ya no tuvo efectos. ***p<0.0001 respecto al control (cerca)
#p<0.01 ##p<0.0001 respecto al sitio alejado de la inyeccion (lejos) en la misma condicion. En B, se grafica
el efecto de NASPM (10 pg intra-RSC), antagonista de receptores AMPA/KA permeables al calcio, el cual
resultd parcialmente protector cuando se administrd a las 5 y 10 horas luego de iniciada la intoxicacion con
MKS801. **p<0.001 ***p<0.0001 respecto al control (cerca); ## p<0.001 ###p<0.0001 respecto al sitio
alejado de la inyeccion (lejos) en la misma condicion. En C, se expone los resultados obtenidos con CaEDTA,
quelante del zinc sinaptico, el cual no tuvo efectos significativos.

La administraciéon intra-RSC de AMPA y acido kainico en la corteza retrosplenial

remeda varios aspectos de la neurodegeneracion indu  cida por MK801

Los experimentos anteriores sugieren que una sobre-estimulacion persistente de
receptores AMPA/KA seria el gatillador de la muerte neuronal inducida por el MK801.
Para evaluar si la sobre-estimulacion de dichos receptores es suficiente para inducir la
muerte en las neuronas vulnerables al MK801, se realizaron inyecciones locales de
agonistas selectivos de receptores AMPA y KA. Para ello se canularon ratas en la RSC y
se administraron diferentes dosis de AMPA o acido kainico y 48 horas después los
cerebros se procesaron con las técnicas A-Cu-Ag y FJ-B.

Ambas drogas indujeron sisteméticamente neurodegeneracion en la RSC pero con
diferencias en las capas afectadas. Las inyecciones de AMPA emularon parcialmente la
degeneraciéon del MK801 por cuanto respetaron las capas Il y Il y por la degeneracién
somatodendritica que indujeron en las laminas IV y Va y la degeneracion terminal en capa
I, que son las afectadas por el MK801. Sin embargo, las capas profundas (Vb y VI)
también presentaron neurodegeneracion mientras que con el MK801 jaméas se vieron
afectadas. Los casos tratados con kainico exhibieron muerte en las capas IV y Va
(respetando las capas Il y Ill), y también, al contrario de AMPA, respetaron las capas Vb y

VI generando asi un cuadro extremadamente similar al inducido por MK801 (Figura 20 A-
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C). Mas aun, en los cortes posteriores a la inyeccién (entre 0.5y 1,5 mm) la semejanza en
el cuadro neurotoxico es mayor por cuanto afecta, al igual que el MK801, mayormente a
la subdivision granular de esta corteza (Figura 20 D-E). Asimismo, coinciden en la
presencia de terminales degeneradas en la capa I, aunque en el caso del kainico son
mucho mas profusas. Algunos casos fueron co-teflidos con rojo neutro para determinar
fehacientemente la localizacion laminar de las neuronas degeneradas confirmandose que
la degeneracion somética inducida por &cido kainico y MK801 afecta principalmente a las
capas IV y V (Figura 21).

Es importante destacar que tal cuadro se observé con ambas técnicas, aunque
con la A-Cu-Ag el parecido es menos aparente. Esto probablemente se debe a la
sensibilidad de este método para la deteccibn de procesos y terminales axdnicos
degenerados que sobreabunda en los casos tratados con kainico (Figura 20 D-E) porque
la inyeccion también causa degeneracion en la corteza visual adyacente (no mostrado),
probablemente por difusion, la cual envia proyecciones a la RSC (202). Estas diferencias
también pueden adjudicarse a que la sobre-estimulacion AMPA/KA ejercida por el
agonista directo dificilmente sea totalmente equiparable a la hiperfuncién de esos
receptores inducida indirectamente por el MK801 (e.g. duracion y/o intensidad del
estimulo, sumacion o sinergismo con otras alteraciones neuroquimicas, etc.). Sin
embargo, revelan que las neuronas retrospleniales de las capas IV y V son
selectivamente vulnerables a la excitotoxicidad inducida por sobre-estimulacién de
receptores AMPA/KA.

En conjunto con los experimentos con antagonistas indican fuertemente que la
sobreactivacion de receptores AMPA/KA es un elemento clave en la neurodegeneracion
inducida por MK801 en la RSC.
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Fig. 20: Comparacion del efecto neurodegenerativo de microinyecciones de agonistas AMPA y KA en la
corteza retrosplenial con la muerte neuronal inducida por MK801. En A-C cortes coronales de la RSC
revelados con FJ-B de animales que fueron inyectados con una dosis i.p. de 5 mg/kg de MK801 (A), o intra-RSC
con 2.5 nmoles de AMPA (B) o acido kainico (C). Notese que los casos tratados con kainico presentan una
notable similitud con el cuadro del MK801. Escala de la barra 200 pm. En D y E cortes coronales tefiidos con la
técnica A-Cu-Ag de un caso administrado con 5 mg/kg de MK801 por via i.p. (D) y otro, con 2.5 nmoles de
acido kainico intra-RSC (E). Notese la similitud de la neurodegeneracion con ambos tratamientos involucrando
muerte somatica en las capas IV y Va y degeneracion axonica y terminal en esas capas y en la capa I que
respetan las capas II y III, presentando algunas dendritas apicales que la atraviesan. Escala de la barra 100 pm.
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Fig. 21: Doble tinciéon con la técnicas A-Cu-Ag y rojo neutro en animales tratados con MK801 y acido
kainico. En A, un caso tratado con 5 mg/kg i.p. de MK801; en B, una rata tratada con 2.5 nmoles de acido
kainico intra-RSC y en C, el hemisferio contralateral de este mismo caso que sirve como control. La tincion
del rojo neutro colorea el soma neuronal (color rosado) permitiendo identificar con precision las capas en las
que se encuentras las células en estado degenerativo detectadas con la técnica A-Cu-Ag (color negro). Escala
de la barra 100 pm.

64



Capitulo 4
DISCUSION



En animales adultos el bloqueo de los receptores NMDA puede inducir muerte
neuronal en la RSC y otras estructuras corticolimbicas. Diversas investigaciones han
sefialado que varios sistemas de neurotransmisién parecen estar involucrados en los
efectos celulares y comportamentales inducidos por a-NMDA. Sin embargo, muy pocos
trabajos han abordado el estudio del mecanismo de la muerte neuronal. Esto es
importante desde que los déficits funcionales a largo plazo que se observan en personas
y animales que se auto/administran con a-NMDA, probablemente estén vinculados a la
neurodegeneracion inducida por la droga y no a los efectos reversibles que cursan
durante la intoxicacién. Por otro lado, en la mayoria de los experimentos realizados se
han modulado los receptores en estudio mediante farmacos administrados
sistémicamente, cabiendo asi la posibilidad de que los efectos protectores encontrados se
deriven de acciones indirectas de las drogas o aun de alteraciones farmacocinéticas que
disminuyan la biodisponibilidad del a-NMDA.

La bibliografia previa indicaba que no es el antagonismo NMDA per se el gatillador
del efecto neurotéxico, sino que éste seria consecuencia de un complejo disbalance en la
neurotransmision que conduce a la sobre-estimulacién y/o hipofuncién de los receptores
de los neurotransmisores alterados. Los experimentos que integran esta tesis se
disefiaron para indagar la participacion de receptores D2/D4, GABA-A, AMPA/KA,
AMPA/KA permeables al calcio, NMDA, y del zinc sinaptico, enfatizando la dependencia
temporal de su compromiso y el sitio neuroanatémico de accién de los farmacos.
Complementariamente, se midieron los niveles de GABA y glutamato en homogenatos de
corteza cerebral y se trabaj6 con animales transgénicos que carecen de receptores
dopaminérgicos. Derivado de este Ultimo experimento surgié subsidiariamente el objetivo
de comparar entre ratas y ratones la degeneracién inducida por MK801.

Los principales hallazgos de este trabajo y las conclusiones que pueden derivarse

de ellos se discuten a continuacion.

Diferencias entre ratas y ratones en la neurodegene  racién inducida por MK801

Los experimentos realizados en ratones transgénicos para evaluar el rol de
receptores dopaminérgicos revelaron inesperadas diferencias entre las ratas y los ratones
(tanto con los KO como con los controles normales) en el patrén y magnitud de muerte
neuronal inducida por el MK801. Este hecho inst6 a caracterizar la neurodegeneracion
inducida por MK801 en otras cepas de ratones permitiendo descartar que no se trate de
una particularidad de la cepa de ratones utilizada originalmente (CF-1). Dichos trabajos
confirmaron que cuando ratas y ratones son sometidos a una administracion aguda de
MK801 los ratones son menos sensibles que las ratas al efecto neurodegenerativo y que
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ademas carecen del dimorfismo sexual. En las tres cepas estudiadas (CF-1; C57BL/6-
129/Sv; CD-1) la degeneracion neuronal estuvo circunscripta a la RSC, el MOB y CAl
siendo este patron idéntico tanto en machos como en hembras. En contraste, las ratas
hembras muestran mayor sensibilidad a los efectos degenerativos que los machos y
comparadas con los ratones presentan neurodegeneracion de magnitud mucho mayor no
s6lo en la RSC, MOB y CALl sino también en otras areas (PLCo, corteza piriforme, giro
dentado, neocorteza) que en los ratones no se ven afectadas incluso si se utilizan dosis
16 veces mayores.

El andlisis cuantitativo revelé que mas de 230 neuronas aparecen degeneradas en
una hemiseccion de la RSC en ratas mientras que en los ratones el promedio es de 5
neuronas. Estudios estereoldgicos han mostrado que las ratas tienen aproximadamente
2.8 veces la cantidad de neuronas corticales que posee el raton (88). Consecuentemente,
esta diferencia anatomica solo puede explicar una parte limitada de los diferentes perfiles
neurotoxicologicos reportados.

Varios factores pueden causar las diferencias entre estas especies de roedores.
Los ratones podrian metabolizar y/o eliminar el MK801 mas eficientemente que las ratas,
generando una menor biodisponibilidad del psicotropico. Lamentablemente, no se han
realizado estudios farmacocinéticos con a-NMDA en ratones pero observaciones
comportamentales circunstanciales apoyan la hipotesis farmacocinética. Por ejemplo,
consistentemente pasadas 24 horas de la administracion con MK801 los ratones
retornaban a la “normalidad” siendo indistinguibles de los tratados con salina mientras que
las ratas inyectadas con MKB801 permanecian severamente afectadas (inmovilidad,
ataxia) durante los tres dias post inyeccion. Con otras drogas, como el etanol, se ha
descripto que después de suministrar igual dosis a ratas y ratones, el alcohol es eliminado
mas rapidamente por estos Ultimos (126).

Por otro lado, la probable intervencion de este factor no descarta que las diferencias
entre ratas y ratones puedan ser también causadas por particularidades en la
organizacion quimio-estructural del cerebro del raton. Se ha postulado que la
hiperactivacion de vias colinérgicas, inducida indirectamente por el bloqueo de receptores
NMDA en neuronas GABAérgicas, juega un rol critico en la neurotoxicidad del MK801 (30,
69). El hecho de que el ratdn carezca de neuronas colinérgicas corticales que en cambio
si estan presentes en la rata (114) podria contribuir a su menor vulnerabilidad frente al
MK801.

Otra diferencia entre especies observada fue que la fragmentacion neuronal propia
de las neuronas degenerativas comienza a visualizarse mas temprano en los ratones que
en las ratas. Esto sugiere que la neurodegeneracion inducida por MK801 progresa mas
rapidamente en ratones. Similares observaciones se han hecho respecto a los efectos
neurotoxicos del &cido kainico en ratas y ratones (13). Sin embargo, hubo similitudes en
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el tipo de neurodegeneracion observada, tanto en ratas como en ratones las neuronas
argirofilicas del MOB presentaron morfologia apoptética mientras que en RSC tenian
morfologia de tipo excitotéxica, sugiriendo que distintos mecanismos de muerte celular
estan conservados entre las especies.

Es interesante sefalar que contrario al modelo polisinaptico indirecto que operaria
en la muerte excitotdxica de la RSC, distintas lineas de evidencia permiten especular que
la muerte neuronal inducida por MK801 en el MOB podria ser directa, es decir que
aquellas neuronas con receptores NMDA bloqueados por el MK801 serian las que
sufririan el proceso neurodegenerativo. Evidencias provistas por estudios en animales en
desarrollo en los cuales, al igual que en el bulbo olfatorio de los animales adultos, hay
apoptosis normal muestran que cuando son expuestos a drogas a-NMDA ese patron de
muerte fisioldgica normal se incrementa dramaticamente en varias areas cerebrales (92)
incluida el MOB (71). Subsecuentes estudios han demostrado que en ese periodo
ontogenético (etapa pre y postnatal temprana de la rata) la activacion del receptor NMDA,
a través de la liberacion de glutamato, sirve como sefial de sobrevida neuronal y que
cuando es eliminada (sea por manipulaciones experimentales o debido a la falta de las
acciones troficas del glutamato, en el proceso natural de eliminacién de células
redundantes) las neuronas disparan el programa genético de muerte neuronal (107).

¢Por que el MOB de un animal adulto responderia al MK801 de igual manera que
los animales en desarrollo mientras que esto no ocurre en el resto del cerebro? El MOB
es una de las pocas areas que aun en la adultez continua con la generacion de nuevas
neuronas (83) precisamente en las capas granular y periglomerular que son las afectadas
por el MK801. Asimismo, se ha reportado que en animales adultos la anulaciéon de las
vias olfatorias primarias induce un marcado aumento de la apoptosis de las células
granulares generadas en la adultez (129, 213) las cuales reciben inputs glutamatérgicos
de las células mitrales que actlan principalmente a través de receptores NMDA presentes
en las células granulares (182). En conjunto, estas observaciones permiten conjeturar que
la neurogenesis en el MOB adulto recapitularia la dependencia trofica del glutamato y que
la activacion del receptor NMDA traduce esta sefializacion en cadenas intracelulares que
favorecen la sobrevida neuronal. Cuando estan ausentes por el bloqueo farmacoldgico

inducido por el MK801 disparan la muerte celular programada.

Participacién de receptores dopaminérgicos D2 y D4

Los experimentos realizados con el antagonista dopaminérgico haloperidol en
animales tratados con MK801 mostraron proteccion en el PLCo pero no en la RSC,
sugiriendo que los receptores dopaminérgicos juegan un rol en la neurotoxicidad inducida

por MK801 en el nlcleo amigdalino pero no en la RSC. Si tenemos en cuenta que el
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PLCo esta ricamente inervado por terminales dopaminérgicos (62) y que (al menos en
otras estructuras) la administracion de MK801 induce un aumento en la liberacién de
dopamina (111, 192), es probable que una acumulacion de este transmisor pudiera tener
efectos degenerativos. De hecho, la aplicacion de altas concentraciones de dopamina
tanto in vitro (3) como in vivo (87, 173) causa muerte neuronal.

Es interesante sefialar que la administracion sistémica de anfetamina, la cual
provoca un aumento en la liberacion de la dopamina enddgena, induce un patrén de
muerte celular muy similar al provocado por MK801 en el PLCo. Mas aln, en un
experimento en el que se aplicaron dosis sub-neurodegenerativas de MK801 en animales
tratados con anfetaminas, se observd una potenciacién de la muerte neuronal inducida
por esa droga en la corteza amigdalina (18). Esto sugiere que el MK801 compartiria
mecanismos de muerte con el psicoestimulante, presumiblemente mediante sobre-
estimulacion de receptores dopaminérgicos en las neuronas que sufren el dafo.

En ese mismo estudio reportaron que la muerte neuronal inducida por anfetaminas
es prevenida por el antagonismo de receptores D1 pero no por el bloqueo de receptores
D2. Dado que el haloperidol es también un antagonista de los receptores D1, es posible
que el efecto protector en el modelo experimental utilizado en este trabajo también esté
mediado por esos receptores. Congruente con esta interpretacion, la administracion de un
antagonista D1 previene la induccion de HSP70 (medida de estrés celular) en la corteza
olfatoria (incluida el PLCo) en animales tratados con PCP (183).

Estudios moleculares realizados en neuroblastomas humanos indican que la
elevacion de las concentraciones de dopamina puede ejercer sus efectos citotdxicos
mediante dos cascadas de sefializacion inicialmente independientes. Por un lado, la
autooxidacion de la dopamina genera radicales libres como el peroxinitrito (ONOO), que
activa la proteinkinasa activada por mitégenos P38 (P38 MAPK) y la kinasa n-terminal c-
jun (INK). Por otro lado, la sobre-estimulacién D1 en la membrana sindptica estimula la
produccion de la proteina kinasa A (PKA) que activa las proteinkinasas activadas por
sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2). A su turno, los mensajeros intracelulares
convergen en la fosforilacion de otras proteinas kinasas que activan la sintasa del oxido
nitrico (NOS) resultando en una elevacién del 6xido nitrico (NO) que causa muerte celular
(39). Recientes estudios que mapearon cientos de genes que son activados por
estimulacion selectiva de los receptores D1 identificaron que el reticulo endoplasmatico es
una organela particularmente sensible a esta injuria, y que las cascadas de sefializacion
derivadas del estrés reticular son también mediadoras de la muerte celular inducida por la
sobre-estimulacion dopaminérgica (97).

Alternativamente, la proteccion del haloperidol podria estar mediada por el bloqueo
de receptores D2 en neuronas gabaérgicas que proyectan a las neuronas injuriadas. Uno
de los modelos explicativos de como los a-NMDA podrian dafiar las neuronas postula que
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el MK801 bloquea los receptores NMDA de neuronas gabaérgicas disminuyendo la
actividad inhibitoria que estas ejercen sobre vias excitatorias que, una vez desinhibidas,
se tornan excitotdxicas (163). Siguiendo ese modelo se ha propuesto que el bloqueo de
los receptores D2 en las mismas neuronas gabaérgicas les devolveria la actividad
inhibitoria, ya que se eliminaria la inhibicion normal que las células gabaérgicas reciben
cuando vias dopaminérgicas actian sobre el receptor D2 (185, 200).

Mientras que esta hipétesis involucra a los receptores D2 en el efecto
neuroprotector del haloperidol, no necesariamente implica que dichos receptores
participen en el mecanismo neurotoxico del MK801. Dado que los a-NMDA aumentan la
liberacién de dopamina (111, 192) y que la estimulacion de receptores D2 disminuye la
liberacion de GABA (176), es posible que el MK801 suprima la actividad de neuronas
gabaérgicas con mayor intensidad en aquellas que reciben inervacion dopaminérgica.
Esto podria explicar la selectividad del proceso neurotoxico inducido por a-NMDA, ya que
neuronas gabaérgicas que regulan el disparo de vias glutamatérgicas y colinérgicas
existen en muchas partes del cerebro donde no hay cambios neurotdxicos (82, 124).

Sin embargo, este modelo explicativo elaborado a partir de estudios que midieron
signos reversibles de estrés celular en la RSC, es inadecuado para explicar los efectos en
el PLCo de acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo y en otros laboratorios.
Especificamente, aqui se observd que la administracion de agonistas gabaérgicos y
antagonistas glutamatérgicos no protegieron de la muerte neuronal en el PLCo. En la
misma direccion, Colbourne y colaboradores (30) tampoco lograron alteraciones en la
neurodegeneracién de las regiones olfatorias con distintos regimenes de escopolamina,
clasico antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos. El hecho que ciertas drogas
previenen la neurotoxicidad en el PLCo y no en la RSC (haloperidol), y viceversa (DNQX,
Tiopental, escopolamina), indica que cada estructura tiene su propia vulnerabilidad por lo
que los mecanismos no pueden ser generalizados a partir de los resultados obtenidos en
una sola estructura.

La falta de efecto protector del haloperidol en la RSC de ratas concuerda con la
ausencia de diferencias encontradas entre las cepas carentes en receptores D2 y D4 y los
normales (que si expresan dichos receptores), lo que refuerza la hipétesis de que el
sistema dopaminérgico no es relevante para la degeneracion inducida por MK801 en la
RSC. Diferencias en la quimio-arquitectura de las distintas dareas pueden ser
responsables de que el sistema dopaminérgico participe en el PLCo pero no en la RSC.
Por ejemplo, la innervacion dopaminérgica es de menor magnitud en la RSC que en el
PLCo (62, 156, 180).

La tendencia del haloperidol a aumentar la degeneracién en la RSC es congruente
con estudios de recaptacion de glucosa (indicativo de la actividad metabdlica) en los que
reportaron que el haloperidol potencio el aumento de actividad neuronal inducida por KET
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en la RSC (55). Esto indicaria que el efecto predominante del haloperidol en la RSC seria
un aumento de la excitabilidad por el bloqueo de receptores D2 (inhibitorios) en las
neuronas injuriadas. Curiosamente, algunos estudios que evaluaron la neurotoxicidad
reversible (HSP70, vacuolizacion) si encontraron efectos protectores del haloperidol frente
a la injuria inducida por MK801 u otros a-NMDA en la RSC (65, 145, 149, 183).

Estas discrepancias sugieren que existen diferencias cuantitativas y cualitativas
entre los mecanismos que provocan el estrés celular reversible respecto de la
neurodegeneracion. En efecto, lesiones del nicleo colinérgico de Meynert previenen el
aumento de HSP70 inducido por MK801 en la RSC pero no la muerte neuronal (209). De
modo similar, mientras que tratamientos con estrogenos disminuyen la vacuolizacion
inducida por MK801 (54), estos aumentan la neurodegeneracion en ratas macho (46).
Finalmente, en un estudio en el que midieron conjuntamente la expresion de HSP70 y la
activacion de microglia (un marcador indirecto de muerte neuronal) en animales tratados
con PCP o KET constataron que el haloperidol anulaba totalmente el HSP70 pero no
alteraba la reaccion microglial (150). En conjunto, estos estudios indican la relevancia de
considerar distintas medidas dentro del espectro neurotoxico y sugieren que los
mecanismos que llevan a la muerte neuronal no son idénticos a los responsables de los
efectos neurotoxicos reversibles.

Participacion de receptores gabaérgicos

Una observacion importante de los estudios realizados es que distintas
poblaciones neuronales presentan mecanismos de muerte neuronal diferentes. Este
hecho insté a focalizar los estudios en la RSC realizando administraciones locales (de los
farmacos moduladores de los receptores estudiados) que por un lado proveen
especificidad anatomica y, por otro, evitan o disminuyen posibles interacciones
farmacocinéticas con el antagonista NMDA (administrado en forma sistémica). De esta
manera se obtiene mayor certeza de que los efectos protectores se deben a la accién en
los receptores cerebrales modulados mas que a la disminucién en la biodisponibilidad del
MK801.

El efecto protector encontrado con administraciones locales de muscimol
demuestra que el agonismo GABA-A en la propia RSC es suficiente para prevenir el
efecto neurodegenerativo del MK801. Tal comprobacion parece refutar hipétesis previas
que sitban el rol de los receptores GABA-A fundamentalmente en areas que proyectan a
la RSC (63, 164). De todas maneras, puesto que no es posible realizar inyecciones
especificas, a escala celular o de capas corticales, no se puede determinar si los
receptores que median la proteccion se localizan en las propias neuronas vulnerables o
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se sitlan en terminales excitatérias que hacen sinapsis con las vulnerables, las cuales
pueden provenir de la propia RSC o de estructuras aferentes. Ciertamente, ambas
posibilidades pueden coexistir ademas de que otros circuitos mas complejos también
podrian explicar el efecto protector del muscimol.

Un resultado interesante fue que aln pasadas 10 horas de una intoxicacion aguda
con MK80L1 es posible disminuir la muerte neuronal estimulando los receptores inhibitorios
GABA-A. Este dato concuerda con estudios que utilizaron un antagonista NMDA gaseoso
(oxido nitroso) en los que se requirid6 un minimo de ocho horas de inhalacion continua
para provocar muerte neuronal en la RSC (102). En conjunto, estas evidencias indican
que las alteraciones que induce el MK801 que llevan a la muerte celular deben durar al
menos diez horas (aprox.) para producir dafio cerebral irreversible.

El efecto protector de muscimol y tiopental, en acuerdo con los modelos
propuestos para explicar otros efectos de los a-NMDA (164, 185), sugieren que el MK801
inhibe neuronas gabaérgicas y que la consecuente disminucidén de actividad inhibitoria a
través del receptor GABA-A contribuye a la muerte. Sin embargo, el muscimol podria
ejercer proteccion por su efecto inhibitorio sin que esto implique que se esta restaurando
una alteracion inducida por el MK801 en el sistema gabaérgico. En otras palabras: ¢el
muscimol protege porque revierte una pérdida de inhibicion gabaérgica inducida
indirectamente por MK801 o es que las neuronas vulnerables tienen alta densidad de
receptores GABA-A y su activacion contrarresta el estado excitotoxico que se genera en
la RSC?

El primer indicio de que la falta de inhibicion gabaérgica no es suficiente para
inducir muerte neuronal en la RSC fue provisto por el experimento en el que se administré
en la RSC el antagonista GABA-A picrotoxina, la cual no indujo ningan signo de
neurodegeneracion a pesar de utilizarse dosis que en otras estructuras inducen extensa
muerte neuronal (201). Mas aun, la administracién de picrotoxina en la RSC de animales
intoxicados con MK801 no aumentd la neurodegeneracion inducida por el a-NMDA,
reforzando la nocién de que la inhibicibon GABA-A no participa en la muerte de las
neuronas. Asi, la proteccion observada con agonistas GABA-A estaria mediada por su
accion hiperpolarizante que alejaria a las neuronas vulnerables del umbral excitotoxico.

Esta interpretacion se refuerza con los datos obtenidos con HPLC que no
revelaron alteraciones en los niveles del neurotransmisor GABA en los animales tratados
con MKB801l. En contraste, los niveles de glutamato si mostraron una reduccion
significativa del 16 % en la RSC ocho horas después de la administraciéon con MK801.
Una de las posibles interpretaciones es que la reduccion en los niveles del
neurotransmisor obedece a una deplecién parcial como resultado de un exceso de
liberacion inducida por el MK801 en horas previas a la medicion. Por ejemplo, en modelos
experimentales de isquemia-hipoxia el incremento en la liberacion de glutamato fue
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seguido por una deplecion significativa del neurotransmisor en tiempos mas tardios (9, 14,
157). Sea cual fuere el caso, los datos indican que el sistema glutamatérgico es alterado
por la droga, en concordancia con resultados obtenidos con PCP y KET en otras
estructuras cerebrales (140, 216). Consecuentemente, los siguientes experimentos se
orientaron a determinar si los receptores glutamatérgicos intervienen en el mecanismo

neurodegenerativo del MK801.

Participacion de receptores glutamatérgicos

Debido a que el MK801 es un antagonista NMDA, los primeros candidatos légicos
gue podrian mediar efectos excitotdxicos eran los receptores AMPA/KA. Asi, se realizaron
distintos ensayos utilizando DNQX, un antagonista de los receptores AMPA/KA. Los
resultados mostraron una robusta proteccion de la muerte neuronal adn cuando el
antagonista fue administrado 10 horas después del MK801. Tales resultados sugieren que
la sobreactivacion de receptores AMPA/KA es un factor clave en la neurodegeneracion
inducida por a-NMDA en la RSC y que probablemente se requiere una sobre-estimulacion
de al menos 10 horas para que sea letal para las neuronas.

En concordancia con estos datos in vivo estan los resultados de experimentos en
cultivos neuronales que evaluaron la muerte neuronal inducida por agonistas selectivos
de los distintos receptores glutamatérgicos. A diferencia de la eficacia de la estimulacion
NMDA, que con sélo 5 minutos de exposicion en el medio de cultivo indujo muerte
masiva; la muerte por estimulacion selectiva AMPA o KA requirié tiempos de incubacion
mucho mas prolongados (115). Correlativamente, en paradigmas in vivo con farmacos
convulsivantes (8) se observo que el rescate neuronal con antagonistas NMDA ocurre a
tiempos proximos a la injuria neurotdxica (dentro de las dos horas) mientras que en los
experimentos de la presente Tesis se encontrd proteccion con DNQX y NASPM hasta
diez horas después de iniciado el proceso toxico. En conjunto, los datos refuerzan la idea
de que la degeneracion del MK801 es mediada por receptores AMPA/KA.

Existen evidencias en otros modelos experimentales de neuropatologia (isquemia,
epilepsia, esclerosis lateral amiotréfica, trauma cerebral) de que la neurodegeneracién
mediada por AMPA/KA es causada por una subpoblacion de dichos receptores que son
permeables al calcio (12, 118, 119, 155). Los experimentos con NASPM, un bloqueante
selectivo para estos receptores, permitio especificar que parte de la degeneracion
observada tras las administraciones sistémicas de MK801 obedece a la activacion de
receptores AMPA/KA permeables al calcio. El hecho de que la proteccion con NASPM

fuera del 35-45 % mientras que con DNQX es del 80 % sugiere que no son
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exclusivamente los AMPA/KA permeables al calcio los que median la degeneracion,
involucrando también a los permeables al sodio.

Es importante resaltar que hubo una dependencia temporal del efecto protector el
cual no se observé cuando el NASPM fue inyectado 30 minutos después del MK801
mientras que si a las 5 horas y en mayor medida a las 10 horas. Este efecto tiempo-
dependiente del NASPM sugiere que durante la intoxicacion con MK801 se producen
cambios en la conformacion de receptores AMPA/KA de la RSC tornandolos permeables
al calcio y, con ello, mas proclives a la excitotoxicidad. Dichos cambios podrian involucrar
la internalizacion de la subunidad GLUR2 que es la que le confiere impermeabilidad a los
cationes de calcio cuando estd presente en la asamblea del receptor (116). Este
fendmeno ha sido demostrado en otras condiciones patoldgicas en las que luego del
insulto toxico la subunidad GLUR2 se retira de la sinapsis y aumenta la permeabilidad al
calcio. Es en ese momento cuando la administracion de NASPM comienza a mostrar
efectos neuroprotectores (12, 118, 120, 155).

Existe una amplia bibliografia indicando que el zinc es co-liberado con el glutamato
(166) y que puede ser un mediador de efectos neurodegenerativos (50, 191, 218). Al
respecto, los receptores AMPA/KA permeables al calcio son también altamente
permeables al zinc convirtiéndose en una via para el incremento intracelular de este
cation y la consecuente toxicidad (23, 214). Basados en ello, se utiliz6 CaEDTA, un
guelante selectivo del zinc que, al no atravesar las membranas, anula especificamente el
zinc del intersticio neuronal y no el presente en el interior de las células que participa en
muchos procesos enzimaticos normales (166). A pesar de los antecedentes bibliograficos,
en este trabajo la administracion de CaEDTA a distintos tiempos post-administracion del
MK801 no alterd los niveles de muerte neuronal sugiriendo que el zinc no es relevante
para los efectos degenerativos de esta droga.

Teniendo presente que en numerosos paradigmas de neurotoxicologia
experimental los efectos degenerativos inducidos por glutamato estan mediados a través
del receptor NMDA (5, 125) se explor6 también esta posibilidad suministrando el MK801
conjuntamente por via intraperitoneal y local (en la RSC) a distintos tiempos de iniciada la
intoxicacion sistémica con la droga. Las hipotesis subyacentes eran que, 1) no todos los
receptores NMDA de la RSC se bloquean tras la administracién sistémica por lo que el
glutamato podria alli ejercer un efecto neurotoxico a través de los receptores NMDA libres
del MK801; y/o 2) con el transcurrir de las horas, luego de la administracion i.p. de
MK801, este se elimina més rédpidamente en la RSC que en otras estructuras, de manera
que el aumento del glutamato (mantenido por la acciéon del MK801 en estructuras que
proyectan a la RSC y que se liberan del MK801 mas lentamente) actuaria también a
través de receptores NMDA; y/o 3) el bloqueo NMDA induce, como efecto rebote, una

elevacion del numero de receptores NMDA que tornan a la célula vulnerable a las
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concentraciones de glutamato normales cuando el farmaco comienza a eliminarse del
cerebro. Esto dltimo ha sido observado con el alcohol etilico, el cual también es un
inhibidor de receptores NMDA, que durante la intoxicacién provoca una sensibilizaciéon de
receptores NMDA que se manifiesta cuando el alcohol es eliminado del organismo,
desatando el sindrome de abstinencia y la neurotoxicidad (90, 91). De hecho la
administracion de a-NMDA durante esta fase previene el dafio neuronal y otros signos del
sindrome de abstinencia (15, 147, 197).

En este trabajo, la administracion intra-RSC del MK801 tuvo un efecto protector a
las 5 horas post-administracion, implicando que los receptores NMDA también
contribuyen a la neurodegeneracion inducida por la dizocilpina. La dependencia temporal
del efecto sugiere que hay cambios en los receptores (internalizacion, desensibilizacion)
gue previenen que las inyecciones mas tardias tengan consecuencias. La falta de efecto
con las administraciones tanto a las 10 como a las 24 horas alejan la posibilidad de que
un efecto rebote, como ser la elevacion del numero de receptores NMDA, contribuya a la
muerte. Finalmente, el hecho de que a ningun tiempo halla un aumento de la muerte
neuronal implica que las acciones del MK801 que conducen a la neurodegeneraciéon con
el suministro sistémico ocurren fuera de la RSC y/o que requieren de la contribucion de
otras estructuras que interactian con esta corteza. Esta interpretacion es coincidente con
los datos obtenidos con administraciones intra-RSC de MK801 y la posterior ausencia de
vacuolas (69) o neuronas HSP70 positivas (200), fendmenos histopatolégicos que son
consistentemente inducidos con las administraciones sistémicas de a-NMDA.

De los datos mencionados hasta ahora emerge el modelo explicativo en el que un
estado excitotdxico inducido por desinhibicion de vias glutamatérgicas (probablemente
originadas fuera de la RSC) conduce, principalmente, a una sobre-estimulacion de
receptores AMPA/KA que con una duracion umbral (aproximadamente 10 horas) provoca
dafio neuronal irreversible (Figura 22). Si tal fuera el caso, la aplicacion de agonistas de
receptores AMPA/KA deberia emular los efectos neurodegenerativos inducidos por las
administraciones sistémicas de MK801. Microinyecciones de AMPA en la RSC lograron
remedar varios aspectos de la degeneracién por el MK801 por cuanto provocaron muerte
neuronal en las capas IV y Va, respetando las capas Il y Ill, e indujeron densas terminales
degeneradas en la capa |. Sin embargo, las capas profundas (Vb y VI) también
presentaron neurodegeneracion mientras que con el MK801 esas capas nunca se vieron
afectadas. Mayor similitud se observd en los casos tratados con &cido kainico porque
presentaron muerte somética soélo en las capas IV y Va respetando las capas Il y lll, Vb y
VI, tal como lo hace el MK801.

En principio esto pareceria sugerir que el fenémeno estaria comandado
principalmente por los receptores KA mientras que los experimentos de proteccion con
antagonistas indican que los receptores AMPA y, en menor medida los NMDA, también
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estan involucrados. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que quizas la mayor emulacién
del acido kainico acontezca porque los receptores kainato se localizan tanto a nivel pre
como postsinaptico en terminales glutamatérgicas (94, 206). De esta manera, la
estimulacion de receptores KA induce la liberacion de glutamato reclutando la activacion
de los otros receptores glutamatérgicos. Ademas, la selectividad del acido kainico por los
receptores KA no es absoluta y es también un potente agonista directo de receptores
AMPA (94, 206).

GLu (+)

Fig. 22: Modelo de interaccion patolégica entre neuronas que podria explicar al efecto
neurodegenerativo inducido por MK801. El antagonista NMDA bloquea receptores NMDA en neuronas
inhibitorias (probablemente gabaérgicas) ubicadas fuera de la corteza retrosplenial que controlan neuronas
glutamatérgicas que sinaptan en las neuronas vulnerables de la corteza retrosplenial. E1l MK801 al bloquear
receptores NMDA de las neuronas inhibitorias generaria una pérdida de inhibicion de la neurona
glutamatérgica generando que la misma incremente la liberacion de glutamato de manera sostenida induciendo
una estimulacion persistente de receptores AMPA/KA que, llegada a un tiempo umbral (aproximadamente de
10 horas), se torna neurodegenerativa.

Posibles mecanismos intracelulares que mediarian la muerte neuronal inducida por
estimulacion AMPA/KA en la RSC

Aungue la activacion AMPA/KA en las membranas celulares seria el gatillador de la
neurodegeneracion inducida por MK801, la secuencia de eventos intracelulares
desatadas por esta sobre-estimulacion es desconocida. Habiéndose descartado la
posibilidad de una sobrecarga de zinc, es probable que el disbalance intracelular de calcio
sea uno de los factores claves. Una gran cantidad de trabajos han demostrado que la
elevacion intracelular de este cation es el factor critico del dafio celular inducido por
procesos excitotoxicos (132, 136). Por ejemplo, en experimentos in vitro la degeneracion
mediada por AMPA es prevenida si se elimina el calcio del medio de cultivo (79).

En el modelo experimental aqui estudiado, la sobrecarga de calcio podria acontecer
por la subpoblacion de receptores AMKPA/KA permeables al calcio, que en ciertos
momentos del proceso tdxico parecen ser vias importantes de la toxicidad del MK801.
Pero la activacion prolongada de los AMPA/KA permeables al sodio es también una via

indirecta para la sobrecarga de calcio, ya que estos, al despolarizar la membrana, abririan
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los canales de calcio dependientes de voltaje (116). Estas presunciones estan
parcialmente avaladas por estudios que muestran que el estrés celular reversible inducido
por MK801 es evitado tanto por bloqueantes de canales de sodio (68) como por
blogueantes de canales de calcio tipo L, los cuales son sensibles a la despolarizacion
neuronal (183).

El calcio intracelular actiia como segundo mensajero activando vias de sefializacion
gue pueden contribuir a la muerte celular, como por ejemplo, la activacion del factor de
transcripcion AP-1 (10, 117). Este consiste en una variedad de heterodimeros formados
por proteinas de la familia JUN (c-Jun, JunB y JunD) y FOS (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2).
La activacion de AP-1 es mediada, principalmente, por la fosforilacién de la proteina c-Jun
por accion de kinasas especificas (187). En este contexto es interesante sefialar que hay
experimentos que indican que esta via de sefalizacion es activada por sobre-estimulacion
de receptores AMPA y que la muerte celular resultante es prevenida si se impide la
fosforilacion de c-Jun (178). Mas importante adn, hay estudios que muestran que las
administraciones sistémicas de MK801 incrementan la expresion de c-Jun y otros
derivados de AP-1 en las neuronas vulnerables de la RSC (45, 81, 220) y que si se inhibe
la sintesis de proteinas con cicloheximida se previene la muerte neuronal (219).

En conjunto, los datos sugieren que la sobrecarga de calcio por estimulacion
prolongada de receptores AMPA/KA, la activacion de AP-1 y el incremento de c-Jun
podrian ser parte de los eventos moleculares que desencadenan la muerte de las
neuronas retrospleniales.

Por otro lado, el incremento intracelular de calcio ha sido largamente asociado a la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial y la generacion de radicales libres que
provocan mayor entrada de calcio, estableciéndose un circulo vicioso que se amplifica
sucesivamente hasta comprometer la viabilidad de la célula (151, 195). Por ejemplo, la
acumulacion de calcio puede incapacitar la funcién mitocondrial haciendo caer los niveles
de ATP afectando con ello las defensas antioxidantes de las neuronas. Esto aumenta la
concentracion citoplasmética de radicales reactivos del oxigeno, como el peroxido de
hidrogeno (H,0Oy), el hidroxilo (OH), el superoxido (O,-) y el peroxinitrito (ONOOQO), los
cuales destruyen los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos. Ademas, hay enzimas
activadas por calcio, como la calmodulina que, a su vez, activan la sintasa del oxido
nitrico, aumentando los niveles de 6xido nitrico el cual, asociado con otros radicales del
oxigeno, generan potentes especies reactivas que destruyen las membranas (151, 195).

Concordante con la participacion de estos mecanismos como mediadores finales de
la muerte celular inducida por a-NMDA, estan los estudios de Zou y colaboradores (221)
quienes midieron los niveles de OH en animales tratados con MK801 o KET vy

encontraron que estos estan significativamente aumentados en la RSC de los animales
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intoxicados. Mas aun, la administracion de distintos antioxidantes protege fuertemente
contra la muerte neuronal inducida por MK801 (208) o PCP (174).

En sintesis, los experimentos aqui desarrollados junto con la bibliografia permiten
conjeturar que la administracion de a-NMDA provoca un disbalance en la transmision
glutamatérgica que conlleva a la estimulacion prolongada de receptores AMPA/KA con la
consecuente entrada de calcio al interior de las neuronas. El incremento de calcio iniciaria
cascadas intracelulares, como la activacion del complejo AP-1 y la generacion de
especies reactivas del oxigeno, que conducirian al dafio de las organelas hasta

comprometer la viabilidad neuronal.

Implicancias de los hallazgos para la salud humana

Aungue éste es un trabajo de investigacion basica y como tal apunta principalmente
a incrementar el conocimiento, en este caso acerca del mecanismo mediante el cual
drogas a-NMDA producen muerte neuronal, es posible hipotetizar sobre potenciales
aplicaciones de los datos obtenidos.

La observacion de que los agonistas GABA-A fueron efectivos para prevenir la
degeneracién inducida por MK801 afiade una base racional para la asociacion de KET y
benzodiazepinas en la induccién y/o mantenimiento de la anestesia (53, 188) o la
administracion posterior de sedantes gabamiméticos para aliviar las reacciones
psicotomiméticas que pueden emerger durante el periodo post-anestésico (190). Por otra
parte, los estudios de ventana temporal de los efectos protectores con agonistas GABA-A
son particularmente relevantes en el contexto del abuso de sustancias (i.e. PCP) ya que
sugieren que es posible prevenir el dafio neuronal ain pasadas varias horas de iniciada la
intoxicacion. Esto es importante desde que los centros de urgencias reciben a los casos
de sobredosis varias horas después de que se produjo la ingesta. Los datos obtenidos
sugieren que es valioso implementar estrategias neuroprotectoras aungue la intoxicacion
ya esté avanzada.

Del mismo modo, los resultados obtenidos con antagonistas AMPA/KA implican que
estos farmacos podrian ser igualmente (tiles para prevenir la neurodegeneracién inducida
por a-NMDA, aunque se trataria de una terapéutica escasamente avalada por la
investigacion clinica. La ventaja de la administracion de antagonistas AMPA/KA en
situaciones de sobredosis no seria despreciable, ya que los gabamiméticos por su accion
sedante o tranquilizante podrian hacer sinergia con el a-NMDA y comprometer las
funciones vitales del individuo afectado. Las quinoxalindionas, como el DNQX,
(sintetizadas en 1988) fueron los primeros antagonistas AMPA/KA selectivos pero su baja
solubilidad en agua y escasa capacidad para atravesar la barrera hematoencefélica
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limitan su potencial aplicacion en humanos. Sin embargo, se han desarrollado varias
moléculas derivadas de la quinoxalindionas que tienen mejores perfiles para la utilizacion
terapéutica y estan siendo empleadas en ensayos clinicos para algunas enfermedades
neuroldgicas (28, 127). Un ejemplo es el talampanel que presenta buena tolerabilidad y se
encuentra en fase 2 de ensayos clinicos para su utilizacién terapéutica contra gliomas
malignos (93) y para la esclerosis lateral amiotréfica (167).

Por otro lado, debe sefalarse que los agonistas GABA-A y los antagonistas
AMPA/KA resultaron protectores contra la toxicidad del MK801 en la RSC pero fueron
ineficaces para detener la neurodegeneracion en el PLCo, de manera que otras
estrategias complementarias (e.g. antagonistas dopaminérgicos) serian necesarias para
mejorar la terapia neuroprotectora contra la neurotoxicidad inducida por a-NMDA. Este
hecho pone en evidencia la importancia de que los estudios de neuroproteccion evallen
todas las estructuras afectadas por un téxico y no solo las mas sensibles.

En el campo de la psiquiatria biolégica es cada vez méas aceptado que una
hipofuncién de los receptores NMDA es un componente importante de la fisiopatologia de
la esquizofrenia (11, 27, 96, 164). Si consentimos que la administracion de MK801 en
ratas modela en algun grado esa disfuncion, tal como lo indican decenas de
investigaciones (19, 99), entonces los mecanismos neurodegenerativos del MK801 en la
RSC podrian también ser operativos en la psicosis. Asi, los datos obtenidos indican que
una sobre-estimulacién tonica de receptores AMPA/KA podria ser una causa de las
alteraciones neuropatoldgicas de la RSC y otras areas observadas en esquizofrénicos. Al
respecto, se ha reportado que los niveles de receptores AMPA/KA estan reducidos en
pacientes esquizofrénicos existiendo la posibilidad de que esta sea una respuesta
compensatoria ante una sobre-estimulacion de estos receptores glutamatérgicos (135,
154, 172). Consecuentemente, la administracién de antagonistas AMPA/KA podria ser un
blanco terapéutico.

Por otro lado, la falta de efecto neuroprotector de haloperidol en la RSC, el cual es
un antipsicotico de amplia utilizacion para el tratamiento de la psicosis, sugiere que este
no seria adecuado para paliar los cambios neuropatoldgicos presentes en este desorden.
Esto puede explicar el hecho de que los antipsicéticos tipicos (como el haloperidol) se
han mostrado incapaces para detener el deterioro cognitivo de los enfermos (189) y
sefialan la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos. En este contexto es interesante
sefialar que la RSC exhibe volimenes menores en sujetos con esquizofrenia y que esta
disminucion se correlaciona con un desempefio neurocognitivo bajo que caracteriza a una
subpoblacién de esquizofrénicos (138, 139).

Los datos de esta Tesis sugieren que drogas que actien sobre receptores GABA-A
y/lo AMPA/KA podrian ser beneficiosas. Al respecto, recientes ensayos clinicos con

topiramato -el cual es un potenciador de la transmision gabaérgica y un antagonista
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AMPA/KA utilizado en el tratamiento de la epilepsia- mostraron ser efectivos para
aminorar los sintomas (tanto positivos como negativos) de pacientes esquizofrénicos (2,
198).

Las limitaciones de estas especulaciones son claras y quedan ilustradas por otro
hallazgo obtenido en esta tesis: si los ratones presentan notables diferencias respecto de
las ratas en los efectos neurodegenerativos inducidos por MK801, ¢, Cuanto mas podemos
esperar si lo que intentamos es extrapolar estos resultados al hombre?... No obstante, la
experiencia demuestra que la utilizacion de modelos animales es una pieza fundamental

para el progreso de la biomedicina.
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