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1. Objetivos






Objetivos

CONSIDERACIONES PREVIAS

Una de las consecuencias de los espectaculares avances cientificos y
tecnologicos del ultimo siglo es el aumento de esperanza de vida en las
sociedades modernas lo que, en términos demograficos, se traduce en un
incremento en la media de edad de la poblacién. Sin embargo, este
envejecimiento progresivo comporta una mayor incidencia en la sociedad de
enfermedades que se manifiestan a edades avanzadas, destacando las que
afectan al sistema nervioso central como la enfermedad de Alzheimer o la de
Parkinson. El dramaético incremento en la incidencia de este tipo de
enfermedades se ha traducido en una sensibilizacidn social frente a ellas, asi
como en un creciente interés en el estudio de los procesos neurodegenerativos
asociados a la edad y en su posible tratamiento.

La etiologia de la muerte neuronal en los procesos de neurodegeneracion
continla siendo un enigma por descifrar pero cada vez se sabe mas acerca de
las causas y trastornos que la envuelven. Un factor que parece estar implicado
directamente en estos procesos es el glutamato, el neurotransmisor excitador
mayoritario del sistema nervioso central. La paradoja de ésta molécula estriba en
que a pesar de estar implicada en procesos fisiologicos normales como el
aprendizaje, la memoria o la construccidon de conexiones sinapticas durante el
desarrollo, también puede ser tdxica para las neuronas. El glutamato juega un
papel central en muchos procesos neurodegenerativos y estd implicado en
patologias tan diversas como la corea de Huntington, la epilepsia, el dafo
cerebral isquémico o la enfermedad de Alzheimer. El modo mediante el que el
glutamato ejerce su funciéon toxica consiste en la sobreactivacion de sus
receptores sinapticos, provocando una serie de fendmenos patolégicos que
llevan a la muerte de la neurona y que son conocidos con el nombre de
excitotoxicidad. El mecanismo por el que todo esto sucede es todavia objeto de
estudio.

Una de las lineas de trabajo de nuestro grupo de investigacion se centra
en el desarrollo de modelos in vivo de neurodegeneracion mediante la
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caracterizacion de la lesion excitotdxica en el cerebro de la rata y en el estudio
de los procesos moleculares que desencadena en diferentes regiones
cerebrales. La finalidad es consolidar un modelo de estudio de los mecanismos
moleculares presentes en las patologias neurolégicas humanas en las que los
aminoacidos excitadores se encuentran directamente involucrados. En este caso
concreto, nos planteamos el estudio de la evolucion del proceso
neurodegenerativo provocado por la inyeccion de una excitotoxina en el septo
medio de la rata, un nucleo cerebral implicado en la funcidn cognoscitiva.
También investigamos los posibles paralelismos que pudiera presentar dicha
lesion con los deso6rdenes neurolégicos humanos presentes durante la hipoxia-
isquemia y la progresividad, tanto de esta lesién excitotdxica, como de sus
efectos sobre otros sistemas de neurotransmision.

OBJETIVOS

Dentro de este marco, los objetivo principales sobre los que se
fundamenta el trabajo aqui expuesto eran:

& Caracterizar en términos histolégicos, bioquimicos y funcionales la lesién
excitotoxica de la rata creada en la via septohipocampal por la microinyeccién en
el septo medio de un agonista de los receptores del glutamato (el acido a-amino-
3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-propidnico, o AMPA) y comparar los efectos
provocados en funcion de la dosis administrada con los que aparecen en funcién
del tiempo postlesidn transcurrido.

& Bajo las condiciones de neurodegeneracion seleccionadas, estudiar in
vivo las respuestas adaptativas de los sistemas de activacion e inhibicion
hipocampales controlados por los nlcleos de la regidn septal para asi establecer
la relevancia de cada sistema en este modelo animal.

& De forma paralela y en otro modelo animal de aprendizaje y memoria en el
que previamente se habian caracterizado variaciones de los receptores
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hipocampales del glutamato, nos propusimos estudiar el origen celular del
aumento de receptores AMPA asociados al deterioro cognoscitivo provocado por
el envejecimiento.

& Investigar la posible relacién entre la vulnerabilidad humana a la hipoxia-
isquemia durante el periodo perinatal, la caicificaciéon cerebral en el mismo periodo
y su evolucién, con el fin de establecer posibles paralelismos con la lesion
excitotoxica inducida en nuestro modelo en diferentes condiciones de dosis y
tiempo.

@ Analizar los mecanismos moleculares que puedan estar interrelacionados
para dar lugar tanto a la formacién de precipitados intracelulares de calcio como
a la progresividad del proceso neurodegenerativo.
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EL GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR

LOS AMINOACIDOS NEUROTRANSMISORES

Hasta el momento se han encontrado cinco aminoacidos con funcién
neurotransmisora en el sistema nervioso central (SNC). De ellos, el glutamato (Glu)
y el Aspartato (Asp) tienen una funcidn excitadora, mientras que el acido y-
aminobutirico (GABA), la glicina (Gly) y la taurina (Tau) actian como transmisores
inhibidores. Las caracteristicas que diferencian a los aminoacidos del resto de los
neurotransmisores del SNC son su ubicuidad y su relevancia en multitud de
procesos bioquimicos y metabolicos (Bradford 1988), asi como su alto contenido
en el tejido cerebral.

Los aminoéacidos excitadores (EAA) estan a cargo de la mayor parte de la
actividad sinaptica excitadora en el SNC, se estima que son secretados en un 40%
de todas las sinapsis (Fonnum 1984) y son especialmente abundantes en la
corteza cerebral y el hipocampo. En esta ultima estructura tanto la via aferente,
procedente de la corteza entorrinal, como la eferente utilizan el Glu como
neurotransmisor. Debido a esa presencia generalizada en el SNC las sinapsis
glutamatérgicas, que son las que aqui nos ocupan, estan implicadas en procesos
tan diversos como la epilepsia, el dafio cerebral isquémico, el aprendizaje y la
memoria o el desarrollo normal de las conexiones en el cerebro (Dingledine et
al.1994). Por eso no es extrafno el interés que viene suscitando en los Gltimos afios

el papel del Glu en los mdltiples procesos quimicos y fisiolégicos del SNC donde
interviene.

LA SINAPSIS GLUTAMATERGICA
La sintesis del glutamato

El Glu es un aminoacido no esencial que no atraviesa la barrera
hematoencefalica y que, por ende, no es suministrado al cerebro por la circulacion
sanguinea y ha de ser sintetizado en las células nerviosas (Hawkins et al.1995). Ei
glutamato neuronal tiene origenes multiples. Puede ser sintetizado, por ejemplo,

por transaminacién a partir del a-cetoglutarato proveniente del ciclo de los acidos
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tricarboxilicos. Este cetoacido puede participar en la produccién de Glu a través de
varias reacciones ya que es substrato de diferentes enzimas (figura 2.1). Dado que
el a-cetoglutarato cerebral es originado principalmente en el ciclo de Krebs se
podria concluir que es la glucosa el principal donador del esqueleto carboxilico para
la sintesis del Glu.

Sin embargo, el glutamato neuronal tiene otros origenes como la glutamina
(GIn) (figura 2.1), la cual se convierte faciimente en Glu por accién de la
glutaminasa (EC 3.5.1.2), un enzima mitocondrial. La GIn es sintetizada
principalmente en las células gliales por medio de la glutamina sintetasa (EC
6.3.1.2) la cual utiliza Glu como substrato. Este Glu puede provenir tanto de la
recaptacion desde el espacio sinaptico como del catabolismo de la glucosa.

f glucosa : 5 glucosa »negrctana}\
: \ : o} |  presinaptica

glucégeno
fosfoenolpirﬁvato R _ : - fosfoenolpiruvato -,
piftvato . =€ > lactato : ),-‘Iéctatov—-————):.‘_: » 'piruv'ator,:
0 : : : i
S alanina g i :
Acetil CoA Acelil_CoA, ;
oxalacetato citrato

oxalacetato - citrato. -~

malato malato

a—cetoglutaraio :

a-cetoglutarato

glutamina glutamina == glutamato

glutamato —eee glutamato
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Asi pues, la sintesis de glutamato depende en gran medida de las
interacciones entre la neurona y el astrocito (Dingledine et al. 1994) por dos
motivos. En primer lugar porque algunos enzimas clave en la produccion del
neurotransmisor -la piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1) y el enzima malico citosélico
(EC 1.1.1.37)- estan localizados mayoritariamente en la célula astrocitaria. Parece
ser que las neuronas son incapaces de asegurar la produccién de glutamato
sinaptico sin captar continuamente a-cetoglutarato y malato de los astrocitos (Heriz
et al 1999, Pfrieger et al1996). Y en segundo lugar porque, en su procesd
sinaptico, existe un reciclaje del glutamato (figura 2.1). Asi, el Glu es secretado a la
fenedura sinaptica y posteriormente recaptado y transformado en glutamina por el
astrocito. Esta GIn ahora es reciclada al terminal presinaptico donde participara en
el restablecimiento del acervo del neurotransmisor.

En resumen, las moléculas precursoras del glutamato neuronal son
principalmente la glucosa y la Gin, aunque hay otras (Hertz et al. 1999). Sin
embargo es todavia muy complicado aventurar la contribucion relativa de cada una

~l-
-

Figura 2.1: Interacciones metabdlicas entre astrocitos y neuronas en la sintesis del glutamato
sinaptico. La figura incluye la compartimentalizacion de la sintesis de novo del glutamato, su
eliminacion a través del metabolismo oxidativo y su vuelta a la neurona a través del “ciclo
glutamato-glutamina”. Astrocitos y neuronas obtienen energia degradando la glucosa hasta CO,
y agua mediante la glucdlisis hasta piruvato y el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (CAT). Para
simplificar el esquema, no aparecen todos los intermediarios. Bajo ciertas condiciones puede
haber un intercambio de piruvato o algiin metabolito suyo desde los astrocitos hasta la neurona.
Ademas, dado que el a-cetoglutarato se utiliza como precursor del glutamato y que en la
oxidacion de la glucosa no hay una produccion neta de intermediarios del CAT, debe haber un
restablecimiento de los intermediarios del ciclo. Por ello, los astrocitos son capaces de crear
oxalacetato a través de la actividad piruvato carboxilasa. El oxalacetato generado y a través del
CAT se transformara en a-cetoglutarato quien, mediante la accién de las transaminasas, puede
reaccionar con alanina proviniente de piruvato para generar el glutamato. Las neuronas carecen
de piruvato carboxilasa por lo que los astrocitos han de suplir la carencia de intermediarios del
CAT en las neuronas y parece que puede haber una transferencia de a-cetoglutarato (no se
muestra). Ademds no esta claro si la transaminacion final ocurre en neuronas o en astrocitos. Si
como parece fuera en los astrocitos, el glutamato seria aminado por acciéon de la glutamina
sintetasa hasta glutamina, la cual se liberaria al espacio extracelular pudiendo ser captada y
degradada hasta glutamato por la neurona. Dado que la produccion de glutamato es alta, hacen
falta mecanismos eficientes de eliminacién y de nuevo el a-cetoglutarato astrocitario contribuye
a ello. Su producciéon mediante transaminaciones constituye la activacion del CAT, la
produccion de oxalacetato, la activacion de las rutas anaplerdticas y la produccion de piruvato y
fosfoenolpiruvato. Estas moléculas pueden ser oxidadas para rendir energia o, en el caso del
fosfoenolpiruvato constituirse en substrato gluconeogénico para la sintesis de glucosa y
glucogeno. Adaptado de Hertz e al. (1999).
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de ellas e incluso, en el caso de la glucosa, la via a través de la cual hace su aporte
al acervo del Glu sinaptico.

Liberacion al espacio sinaptico

El glutamato sintetizado en el terminal sinéptico es acumulado de forma
activa en las vesiculas sinapticas mediante un sistema dependiente de magnesio y
adenosina trisfosfato (ATP). Se ha visto que este mecanismo de captaciéon es
inhibido por substancias que destruyen el gradiente electroquimico (Dingledine et
al. 1994) La concentracion de Glu en esas vesiculas alcanza valores superiores a
20 mM, siendo la captacidn altamente selectiva e insensible a moléculas
estructuralmente similares como el Asp (Naito ef al. 1983).

La liberacion del glutamato al espacio sinaptico sigue los patrones generales
de todos los neurotransmisores puesto que es dependiente de una despolarizacién
de la membrana presinaptica. El mecanismo mas aceptado por el cual se produce
esa liberacion es la exocitosis activada por una entrada a la célula de iones Ca®*
(Fonnum 1984). Sin embargo, se ha sugerido otro mecanismo por el cual el Glu
seria liberado al espacio sinaptico. Segun esa propuesta el Glu saldria de la
neurona presinaptica por inversién de los procesos de captacidn de éste
aminoacido. Esta inversion seria debida a una despolarizacién crénica de las
terminaciones nerviosas o de las células gliales, reflejando una alteracién de los
gradientes idnicos de la membrana citoplasmatica (McMahon et al. 1989,
Szatkowski ef al. 1990) o quiza un déficit energético. Este mecanismo, poco
verosimil en condiciones fisiologicas, podria contribuir a la liberacién del glutamato
hasta niveles téxicos en ciertas condiciones fisiopatologicas como las que se
presentan en los casos de hipoxia e isquemia (Takahashi et al. 1997).

Los receptores del glutamato

El glutamato en la fenedura sinaptica ejerce su funcién por interaccién con
diferentes tipos de receptores los cuales han sido tradicionalmente clasificados en
ionotrdpicos y metabotrépicos; los primeros por ser canales iénicos y los segundos
por estar acoplados a una proteina G. Los espectaculares avances en técnicas de
biologia molecular de las dos Uultimas décadas han permitido el clonaje e
identificacion de numerosas subunidades que pueden formar parte de dichos

12
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receptores. Actualmente se conocen 28 genes que codifican para proteinas
receptoras de Glu (Hollmann et al. 1994). A este amplio abanico hay que anadir las
diferentes variantes de empalme (splicing) y edicidén postranscripcional que pueden
sufrir los productos de expresidn de estos genes lo que origina una enorme
complejidad tanto estructural como funcional en los receptores del giutamato.

GluR1

10%

GluR2

‘i’_..._.__GluRis

GluR4

GluRS5

GluR6

GluR?7

KA1

KA2

________ NR1

NR2A

NR2B

________ e NR2C
NR2D

Figura 2.2: Dendrograma de las principales familias de receptores
ionotropicos de glutamato clonados. Cada subunidad estd
codificada por un gen diferente y una familia estad compuesta por
subunidades altamente homologas. El valor 100% menos la suma
de las longitudes de las lineas horizontales continuas indica el
porcentaje de identidad en la secuencia de aminoéacidos.
(Modificado de Ozawa et al. 1998).

Los receptores ionotropicos, por mas estudiados, son los mejor conocidos.
Se han clasificado bajo criterios farmacoidgicos y electrofisioldgicos en tres grupos:
receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-propidnico (AMPA), receptores
kainato y receptores N.-metil-D-aspartato (NMDA). La activacién de éstos
receptores implica la apertura de canales selectivos para ciertos iones. Asi, los
receptores NMDA son permeables al calcio, el sodio y el potasio, mientras que los
AMPA y los kainato lo son principalmente al sodio y al potasio (Conti ef al. 1999).
Los mencionados estudios de biologia molecular han permitido identificar
diferentes subunidades proteicas (figura 2.2) que al asociarse, tanto de
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Cuadro 1.1: Aspectos moleculares de los receptores AMPA

Fueron previamente denominados receptores quiscualico, cayendo este nombre en desuso al
descubrirse que esa molécula también activaba a un grupo de receptores metabotrdpicos. Los
receptores AMPA presentan relativamente poca afinidad por el glutamato (ECso = 3 -30 mM) y se
abren de forma réapida pero breve siendo selectivamente permeables al Na'. Cada receptor AMPA
es un polimero de cuatro o cinco subunidades constituido por combinaciones de cuatro proteinas
diferentes y homologas denominadas GluR1 a GluR4. Cada proteina tiene dos variantes diferentes,
la “flip” vy la “flop”, que se originan por empalme (splicing) alternativo. Existen pues, ocho
sobunidades diferentes todas ellas con topologia similar (figura). Tomando como base la secuencia
de aminoacidos se ha estimado la masa molecular de cada subunidad en 100 kDa, pero ademas, el
extremo amino terminal es susceptible de ser glicosilado por lo que se ha de afiadir una masa de 10
kDa.

NH,*

> D222 D2

CEXL LT ELE S P XIE - BEY: 2 5SS SR ER

intracelular

CoOo

Esta variabilidad estructural proporciona al receptor AMPA un amplio abanico de
posibilidades funcionales. Cada subunidad comporta una afinidad diferente del canal por el
ligando. Por ejemplo, el receptor homomérico GluR2 se desactiva y desensibiliza mucho més
lentamente que el GluR1 o el GluR4, esto implica que las propiedades de los receptores
heteroméricos deben ser deducidas a partir de sus componentes.

La especificidad del canal también esta condicionada por sus subunidades. Se sabe que la
baja permeabilidad por el Ca®* tipica del receptor AMPA viene dada por la sustitucién
postranscripcional de una glutamina por una arginina en GluR2 (el lugar Q/R de la figura). Dado
que casi todas las subunidades GIuR2 del cerebro adulto estan editadas en este punto, los
receptores que contengan al menos una subunidad GluR2 en su estructura mostraran una baja
conductividad por el Ca®, y dado que la mayoria de los receptores AMPA en el SNC contienen
esta subunidad, la casi totalidad de los receptores AMPA son impermeables al Ca®*. Una excepcion
importante a esta regla son los receptores homoméricos GluRl1, éstos son particularmente
permeables al ion calcio y se encuentran en una subpoblacion de interneuronas que producen
GABA, concretamente en aquellas que expresan parvabiimina, una proteina fijadora de calcio.
GluR1 también constituye una excepcién a la norma en cuanto a la activacion del canal. Excepto
para esta subunidad, las formas “flop” se desactivan mas facilmente que las “flip”. Ademas,
GluR2, GluR3 y GluR4 pueden sufrir una modificacion postranscripcional de una arginina por una
glicina en un lugar adyacente al “flip - flop” (el lugar R/G en la figura); esta modificacion lleva a
una mas rapida resensibilizacion del receptor.
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forma homo como heteromeérica, configurarian estos receptores (Michaelis et al.
1998, Ozawa et al. 1998). Es de remarcar el hecho de que los agrupamientos
estructurales de dichas subunidades concuerdan con los agrupamientos
funcionales.

Hay clonados cuatro genes que codifican para sendas proteinas
constituyentes de los receptores AMPA (GIuR1 a GIuR4). Respecto al receptor
kainato, se conocen cinco proteinas mas, las GIuRS5, GIuR6, GIuR7, KA1 y KA2.
Ambos receptores median la transmision sinaptica excitadora rapida y son dificiles
de segregar funcionalmente puesto que comparten numerosas caracteristicas. Sin
embargo es posible establecer cierta distinciéon farmacolégica (ademéas de la
molecular) pues el acido domoico y el kainato son agonistas del receptor-kainato
mientras que el AMPA vy el acido quiscualico lo son principalmente del receptor
AMPA (Ozawa et al. 1998).

Hasta hoy se han clonado cinco genes que codifican para proteinas que son
subunidades del receptor NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR2D) y parece ser
que la presencia de la subunidad NR1 en el canal es esencial para que el receptor
sea funcional. Los receptores NMDA exhiben una mayor afinidad por el glutamato
que los receptores AMPA, tardan mas en abrirse y lo estan por mas tiempo (Conti
et al. 1999). Ademas presentan una mayor complejidad funcional, en primer lugar
el canal estda normalmente bloqueado por Mgz" en condiciones de potencial de
membrana en reposo y solamente muestra su permeabilidad al calcio cuando la
membrana estd previamente despolarizada. Por ello y debido a que, para ser
funcional, podria necesitar de una actividad sinaptica del receptor AMPA en las
proximidades, se ha propuesto que el receptor NMDA pueda actuar como un canal
suplementario en el procesamiento neuronal (Hollmann et al. 1994, Conti ef al.
1999). Finalmente el receptor de NMDA presenta multiples lugares de unién
alostérica. Normalmente necesita concentraciones micromolares de glicina para
funcionar plenamente, aunque ésta puede ser substituida por otros efectores como
la D-serina. Este lugar de unién a la Gly del receptor NMDA es diferente al receptor
de dlicina originariamente descrito en la médula espinal pues es insensible a la
accién de la estricnina (Johnson et al. 1987) También existe un lugar de unién para
poliaminas, y los protones, el Zn?" y algunos péptidos opioides tienen una funcién
moduladora de la actividad del receptor (Conti ef al. 1999, Ozawa ef al. 1998).
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No fue hasta 1985 que, al demostrarse que el glutamato y sus analogos
eran capaces de provocar la hidrolisis de los fosfoinositidos en cultivos de
neuronas estriatales, se descubri6 la existencia de los receptores metabotropicos
del Glu (Sladeczek et al. 1985). Hoy se han identificado ocho genes que codifican
para esta funcién y se agrupan en tres categorias (figura 2.3). El grupo |
comprende a los receptores mGIuR1 y mGIuRS vy, al unirse al Glu, moviliza una
proteina Gs que activa a la fosfolipasa C, la cual es capaz de producir inositol-
1,4,5-trisfosfato (IPs) y diacilglicerol como segundos mensajeros (Ozawa et al.
1998). El grupo |, por su parte, estd constituido por los receptores mGIuR2 y
mGIuR3 y su activacién provocaria la movilizacién de una proteina G inhibidora de
la actividad adenilato ciclasa y una minoracién de los niveles celulares de
adenosina monofosfato ciclico. Esta misma funcidn es ejercida por el tercer grupo
de receptores metabotrépicos constituido por mGIuR4, mGIluR6, mGluR7 y
mGIuR8. Sin embargo el grupo Il es insensible al 1-amino-ciclopentano-1,3-
dicarboxilato, un agonista de los receptores tipo 1 y II; teniendo, por el contrario, al
L-2-amino-4-fosfonobutirato como agonista especifico (Michaelis ef al. 1998,
Ozawa et al. 1998).

mGluRS

0,
0% mGIuR1
Grupo |

mGIuR2
mGIUR3 Grupo li

mGluR?7

Gl
mGluR4 Grupo lil

mGIuR8

mGluR6

Figura 2.3: Dendrograma de la familia de receptores
metabotropicos de glutamato clonados. Cada subunidad
esta codificada por un gen diferente. El valor 100% menos
la suma de las longitudes de las lineas horizontales indica
el porcentaje de identidad en la secuencia de aminodcidos.
(Modificado de Ozawa et al. 1998).
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Aspectos funcionales de los receptores de glutamato

En la mayor parte de las sinapsis glutamatérgicas se pueden encontrar
receptores AMPA y NMDA, los cuales son activados a la vez. Por ello encontramos
dos componentes de la corriente excitadora postsinaptica (EPSC): uno rapido,
mediado por el receptor AMPA y el segundo, que ocurre mas lentamente y se
extiende por mas tiempo, mediado por el receptor NMDA (Ozawa et al. 1998).
Estas dos corrientes vienen condicionadas por las diferentes caracteristicas
funcionales de ambos canales.

Pero ademas de esta respuesta eléctrica, la transmisién mediada por Glu
tiene otras muchas implicaciones en la funcién de la célula postsinaptica, la
mayoria de ellas provocada por la elevacion de la concentracion intracelular del ion
calcio ([Ca?]). Este aumento viene mediado tanto por la activacién directa de los
receptores NMDA como por la apertura de los canales de caicio dependientes de
voltaje (VOCC) o por la produccién de IP; mediada por los mGIuR I. En cualquier
caso, el incremento transitorio de la [Ca?"];puede llevar a la activacién de una gran
variedad de enzimas dependientes de Ca®" como la proteina quinasa C, la
fosfolipasa Az, la proteina quinaSa Il dependiente de calcio-calmodulina, la oxido
nitrico sintasa y algunas endonucleasas (Dingledine et al. 1994). Finalmente,
también puede provocar el inicio de la transcripcion de genes de respuesta
inmediata.

De esta forma, el Glu se ve implicado en numerosos procesos de plasticidad
neuronal. Asi, se ha descrito un papel de la sinapsis glutamatérgica en el
crecimiento y diferenciacion de algunas neuronas y en la modulacion del
crecimiento de las dentritas durante la ontogénesis (Holmes et al. 1998, McDonald
et al. 1990). EI mas estudiado de estos mecanismos de plasticidad es la
potenciacién a largo plazo (LTP), la cual es una manera de mantener la activacién
sinaptica durante varias semanas y que ha sido relacionada con algunas formas de
aprendizaje y memoria. Se sabe que en las sinapsis entre el Cuerno de Ammoén 1
(CA1) y el 3 (CA3) del hipocampo, la LTP tiene un requerimiento absoluto y
exclusivo de la activacion de los receptores NMDA.

Para acabar, cabe mencionar el papel modulador que tienen los mGIuR en
la actividad glutamatérgica. Esta accion viene mediada no sélo por la actividad
postsinaptica de los mGIuR | descrita en numerosas areas cerebrales (Nakanishi
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1994) sino también por la accién de los mGIuR Il y lll. Estos subtipos de receptores
pueden suprimir la transmision excitadora a través de mecanismos presinapticos
(Nakanishi 1994) por lo se les ha denominado autorreceptores. Posiblemente esta
actividad reguladora venga mediada por la inhibicién de los VOCC presinapticos,
cuya apertura conduce a la liberacion del Glu almacenado en las vesiculas.

Cuadro 1.2: Anatomia del hipocampo

El hipocampo consiste en dos finas capas de neuronas encajadas una en la otra
(figura), la Circunvolucién Dentada y el Cuerno de Ammoén (CA). El CA tiene cuatro
subdivisiones (CA1 a 4). Uno de los principales nticleos que controlan el hipocampo es
la corteza entorrinal, la cual envia informacion al hipocampo por medio de un haz de
axones llamado via perforante. Esta via perforante descarga glutamato en la
circunvoluciéon dentada cuyas neuronas hacen sinapsis con la CA3 a través de las
denominadas fibras musgosas (mossy fibers). Del CA3 a su vez, parten axones
glutamatérgicos que se ramifican (figura). Una de las ramas sale fuera del hipocampo
por el fornix, yendo entre otros hasta los nicleos del septo. La otra rama de las fibras
que parten del CA3 es conocida como las fibras colaterales de Schaffer y hacen sinapsis
con las neuronas del CAl.

El hipocampo es una de las principales estructuras para estudiar la transmision
sindptica en el cerebro de los mamiferos, debido a sus sencillas arquitectura y
organizacion. Hacia el final los afios 60 se descubrié que el hipocampo podia ser
extraido del cerebro de los animales de experimentacion, cortado en rodajas como un
chorizo y las secciones resultantes sobrevivir in vitro durante algunas horas. Las fibras
nerviosas de estos cortes cerebrales pueden ser estimuladas eléctricamente y registrarse
su actividad sindptica. Ademas, como las células de las secciones son facilmente
observables, tanto el electrodo de estimulacion como el de registro pueden ser
colocados con la precision que anteriormente so6lo permitian las preparaciones de
muestras de invertebrados.

Eliminacion del glutamato sinaptico
No se ha descrito ningin enzima en el espacio exiracelular que degrade o
neutralice el Glu liberado durante la despolarizacion de la membrana presinaptica.
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El anico sistema de eliminacion activa de este neurotransmisor viene mediado por
la actuacién de las neuronas y las células gliales. La eliminacién del glutamato se
lleva a cabo mediante dos procesos diferentes, uno de baja y otro de aita afinidad
(Logan et al. 1972, Stallcup et al. 1979). El primero, mal caracterizado todavia, se
encargaria de eliminar el Glu a altas concentraciones, mientras que el segundo
seria el encargado de mantener la concentracién del Glu extracelular a niveles
préoximos a 1 uM (Danbolt 1994). Este sistema de alta afinidad es dependiente de
Na" y no es especifico del glutamato pues también puede transportar aspartato.

En humanos y hasta el momento se han descrito cinco diferentes proteinas
transportadoras de EAA (EAAT1 a EAATS) (Arriza et al. 1997, Gegelashvili et
al.1997), mientras que en la rata se han encontrado solamente dos de ellas
denominadas GLT1 (homdloga a la EAAT2 humana) y GLAST (equivalente a la
EAAT1 humana) (Pines et al. 1992, Storck et al 1992). Atendiendo a su
localizacién celular, GLAST y GLT1 se pueden encontrar en los astrocitos
mientras que EAAT3 y EAAT4 lo hacen la membrana de las neuronas
postsinapticas (Gegelashvili et al. 1998). No se ha encontrado ninguno de estos
transportadores en la neurona presinaptica, sin embargo el hecho de que exista
una recaptacién del Glu en estas células sugiere la existencia de otros EAAT aun
por descubrir. En cuanto a su distribucién, la mayor parte del transporte del Giu se
ha atribuido a los astrocitos (Gegelashvili et al. 1998).

Estos transportadores se encuentran en todas las estructuras cerebrales,
aunque no de forma homogénea, asi el GLT1 es la forma mas abundante en el
hipocampo, la corteza cerebral y el nticleo estriado mientras que el GLAST lo es en
el cerebelo (Lehre et al. 1995, Torp et al. 1994). Por lo que respecta a la
estequiometria del transporte esta todavia por confirmar pero parece ser que por
cada molécula de Glu que entra en la célula se cotransportan tres iones Na* (o dos
iones Na’ y un protén), mientras que es expulsado un ion K* (Gegelashvili et
al.1998).

Por otro lado, en el hipocampo y la corteza cerebelar, a pesar del eficaz
sistema de eliminacion arriba descrito, el Glu secretado puede difundir fuera de la
fenedura sinaptica (Bergles et al. 1999). Se cree que esta fuga de neurotransmisor
puede llegar a constituir un mecanismo de activacidn de receptores localizados
lejos de la sinapsis. Parece ser que los receptores mas susceptibles de este tipo de
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activacion serian los metabotrdpicos (Scanziani et al. 1997), pero también los
receptores AMPA de la glia (Bergles ef al. 1997a). Ademas esta difusién podria ser
suficiente para provocar la activacion de los receptores de glutamato en los
botones sinapticos cercanos. La extension de este fendmeno dependeria del
volumen de la fuga, de la distancia de las sinapsis vecinas y de la localizacion y
abundancia de los EAAT.

LA GLIA EN LA SINAPSIS GLUTAMATERGICA

Al haberse explicado anteriormente, en este apartado no abundaremos en la
dependencia neuronal del aporte astrocitario de intermediarios del ciclo de los
acidos tricarboxilicos para la produccién del glutamato sinaptico. Nos centraremos
en dos puntos: en primer lugar, en el aporte energético de la glia a la sinapsis
glutamatérgica y después, en la funcidon moduladora de la actividad sinaptica que
se ha sugerido pueden tener los astrocitos al ser estimulados por el Glu.

Aspectos energéticos ,

El desarrollo de técnicas como la tomografia de emision de positrones y la
formacién de imagenes por resonancia magnética funcional ha posibilitado
establecer relaciones entre los procesos neuroquimicos y las funciones cerebrales
a través del estudio in vivo de la actividad metabdlica del cerebro humano. De esta
forma, y junto con otros datos obtenidos in vitro, se ha podido identificar el
acoplamiento estequiométrico de la actividad glutamatérgica neuronal dependiente
de energia y el metabolismo energético (Magistretti et al. 1999).

Como ya se ha mencionado en las secciones previas, el glutamato es
eliminado del espacio sinaptico por los astrocitos a través de un sistema de
recaptacion especifica que usa el gradiente electroquimico del Na* como fuerza
motriz, resultando en un ajuste entre la captacién de Glu y la de Na* et al.
Bergles1997b). El astrocito, ahora, tiene dos tareas: por un lado ha de restablecer
el gradiente de Na* y por el otro ha de reciclar el glutamato. El gradiente se
mantiene mediante la activacion de la bomba de sodio y potasio que hidroliza ATP
y el glutamato es convertido a GIn por medio de una reaccién catalizada por la
glutamina sintetasa, como una forma de reciclaje del neurotransmisor. En el
astrocito tanto la sintesis de glutamina como la ATPasa de Na'/K" requieren
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energia y no se ha descrito ningin mecanismo de intercambio de ATP entre
astrocitos y neuronas, asi cada célula ha de abastecerse de su propia energia.

I

Neurona
postsinaptica

Endotelio del
capilar
sanguineo

Astrocito S

Neurona presinaptica

Va
............... - cosssecsccscoes T

Figura 2.4: Esquema general de la sinapsis glutamatérgica. La llegada de un potencial de accion
a la neurona presinaptica provoca la apertura de los VOCC vy la liberaciéon de glutamato al
espacio sinaptico, este Glu interacciona con los receptores de la neurona postsinaptica y de los
astrocitos activando la produccién de segundos mensajeros y provocando un potencial de
membrana postsinaptico. Los astrocitos son los principales mediadores de la eliminaciéon del
Glu de la fenedura sinaptica, proceso dependiente de energia, como lo es el reciclaje mediante
la produccién de glutamina. El esquema incluye la esterquiometria de estos dos procesos y las
interacciones neurona-glia en el metabolismo energético. o-cg, o-cetoglutarato, ADP,
adenosina difosfato; EPSC corriente excitadora postsinaptica; GS, glutamina sintetasa; PIP,;
fosfatidil-inositol bisfofato; PLC fosfolipasa C, Va, potencial de accion.

Los astrocitos emiten prolongaciones que literalmente tapizan los capilares
sanguineos, siendo estas prolongaciones muy ricas en transportadores de glucosa
(GLUT). La conexién funcional que acopla la captacion de glucosa cerebral con la
actividad sinaptica glutamatérgica reside en la estrecha relacién citolégica entre el
sistema sanguineo y la célula glial (Magistretti et al. 1999). Este acoplamiento se ha
descrito en cultivos puros de astrocitos (Pellerin et al. 1994, Takahashi et al. 1995).
En estas células, la activacion del transportador de Glu estimula la captacion de

glucosa astrocitaria, la cual ingresa en la glucdlisis rindiendo lactato, quien a su vez
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es liberado como sustrato energético de la neurona. (Larrabee 1995, Larrabee
1996). Una glucosa oxidada hasta lactato produce dos moléculas de ATP. Una de
ellas es utilizada por la ATPasa de Na'/K' para la expulsién de tres iones de sodio,
el otro ATP se usara para la sintesis de GIn a partir de glutamato. E! lactato por su
parte puede ser oxidado por el astrocito o liberado para su oxidacién en las
neuronas (Schurr et al. 1999). Esta cascada de sucesos moleculares (figura 2.4)
constituye un mecanismo de conexion directa entre la sinapsis glutamatérgica y el
consumo de glucosa (Pellerin ef al. 1994), una de las sefales detectables por
tomografia de emisién de positrones.

Experimentos de resonancia magnética nuclear con ['*C]-glucosa han
aportado pruebas de este acoplamiento en la corteza cerebral tanto humana como
de la rata (Sibson1998). Con ello se ha demostrado que la demanda energética de
las neuronas glutamatérgicas corticales es brutal, cofnprendiendo entre el 80 y el
90% del consumo total de glucosa en esa area cerebral y nos da una idea de la
actividad sinaptica de la estructura.

Modulacion de la actividad sinaptica

Aungue es aun especulativa, existe la idea de que la glia podria modular la eficacia
sinaptica (Smith 1992, Attwell 1994). En principio parece que no hay necesidad de
tal modulacién pero se han encontrado evidencias de que la actividad neuronal

puede provocar un aumento de la [Ca®'];

en las células gliales (Deitmer et al. 1998,
Pasti et al. 1997, Steinhduser et al. 1996) y, por ende, provocar una respuesta. Si
nos centramos en la sinapsis glutamatérgica, los astrocitos tienen en sus
membranas receptores AMPA y mGIuR |. Ambos receptores son capaces
aumentar indirectamente la [Caz*],- en estas células (figura2.4), el primero por
activacién de los canales de calcio dependientes de voltaje (VOCC) y el segundo
por la produccion de IP;, molécula que activa un canal de calcio en la membrana
del reticulo endoplasmatico. El Ca®* libre en el citoplasma del astrocito puede ahora
actuar como segundo mensajero llegando incluso a iniciar la transcripcidén de los
genes de respuesta inmediata (Steinhauser et al. 1996). Asi, la liberacién de Glu al
espacio sinaptico puede provocar una respuesta en las células gliales.

¢ Pero como puede la glia devolver ia informacién a las neuronas? Se ha

sugerido que los astrocitos liberen substancias neuromoduladoras. Por ejemplo, los
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astrocitos que envuelven la sinapsis contienen el enzima que sintetiza acido
quinolinico, un potente agonista del receptor NMDA et al. Roberts1995). Ademas
en el citoplasma de los astrocitos se ha encontrado una gran cantidad de D-serina,
un agonista alostérico del mismo receptor (Schell ef al. 1995). Substancia que es
secretada por estas células en cultivo al ser estimuladas con Glu, ocurriendo lo
mismo con la Gly (Barres 1991). Estos estudios apuntan hacia la posibilidad de
que, durante la transmision glutamatérgica, las células gliales proporcionen factores
que faciliten la activacién del receptor NMDA postsinaptico. Para acabar de
redondear la historia se ha sugerido que los astrocitos pueden ser inducidos a
secretar Glu, excitando asi a las neuronas adyacentes (Jeftinija et al. 1996, Parpura
et al. 1994). |

Sin embargo se ha de ser cauto a la hora de interpretar todos estos
resultados pues los astrocitos en cultivo llegan a almacenar cantidades de Glu
mucho mayores de las fisiolégicas. De hecho, no hay ninguna evidencia sobre la
secrecion in vivo de Glu o cualquier neuromodulador por parte de los astrocitos. El
Unico hecho que si esta contrastado es la sensibilidad de los astrocitos a la
actividad sinaptica glutamatérgica.

LA EXCITOTOXICIDAD DEL GLUTAMATO

Que el glutamato puede ejercer un efecto toxico en el SNC es un hecho que
se conoce desde la década de los 50, cuando Lucas et al.(1957) mostraron que
esta molécula puede danar las neuronas de la retina. Pero fue Olney quien acufid
el término de excitotoxicidad para definir el proceso neuropatolégico
desencadenado por la sobreestimulacion de los receptores del Glu debida a altas
concentraciones de EAA o agonistas suyos. (Olney et al. 1971). Este tipo de
excitotoxicidad exégena ha sido claramente demostrada in vitro e in vivo,
incluyendo en personas que han consumido setas contaminadas con &cido
domoico, un analogo del kainato. Posteriormente se descubrié que el bloqueo de
los receptores del Glu puede tener efectos beneficiosos en modelos de desérdenes
neuroldgicos como la epilepsia o la isquemia (Meldrum et al. 1994, Bradford 1995).
Por ello se redefinid el concepto de excitotoxicidad, que pasd a incluir a Ia
neurotoxicidad endégena mediada por glutamato. Es decir, la potencial
excitotoxicidad del Glu al acumularse en el espacio extracelular (Obrenovitch et al.
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2000). Esta nueva nocién se ha constituido en un foco de gran interés ya que
posibilita el planteamiento de nuevas estrategias en neuroproteccion
farmacolégica.

El proceso excitotdxico en las neuronas surge de la entrada masiva de Ca?*
y Na' a través de los receptores ionotropicos (Choi 1988), posiblemente
suplementada por la liberacion del Ca®* del reticulo endoplasmatico, fruto de la
excitacion de los receptores metabotrépicos. Todo ello lleva a un excesivo

incremento de la [Ca®"];

(Choi 1988), el cual es potencialmente tdxico ya que puede
sobreestimular a los enzimas dependientes de Ca** o de calcio-calmodulina como
fosfatasas, proteasas, y endonucleasas (revisado por Mattson et al. 1996 y
Obrenovitch et al.1997) Atendiendo a la cantidad y complejidad de mecanismos
que constituyen la transmision glutamatérgica, cualquier anomalia tanto
presinaptica, como postsinaptica, o glial (o incluso combinaciones entre cualquiera
de ellas) podria precipitar la excitotoxicidad (Obrenovitch et al. 2000). Sin embargo,
la alta concentracién extracelular de glutamato (figura 2.5) es la causa
mayoritariamente aceptada, y el mayor debate se centra en si la excitotoxicidad es

una causa o una consecuencia de los desérdenes neurologicos.

Mecanismos de toxicidad del calcio

Los mecanismos por los que el incremento incontrolado de la [Ca®*); lleva
a la muerte neuronal estan representados en la figura 2.5 y se resumen

brevemente a continuacion.

& Formacién de radicales libres. Los radicales libres son moléculas, atomos
o grupos de atomos con un electrén desemparejado en su orbital mas externo, lo
que les confiere una alta reactividad. Son producidos en pequefias cantidades
durante los procesos del metabolismo normal de la célula, como el transporte
electrénico mitocondrial y pueden desempefiar funciones fisioldgicas como la
regulacion de ia excitabilidad neuronal (Yermolaieva et al. 2000) o la modulacidn
de algun receptor de membrana, entre ellos el de NMDA (Aizenman et al. 1990).
Una fuente de radicales libres es la cascada del metabolismo de los
fosfolipidos controlada por el acido araquiddnico. Esta molécula es un segundo
mensajero que puede ser producido a partir de la fosfolipasa Az dependiente de
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Figura 2.5: Diagrama de las alteraciones estructurales y bioquimicas 1nduc:das en la célula al
sufrir una lesién excitotoxica. El incremento incontrolado de la [Ca®]; provoca la muerte

neuronal por apoptosis o necrosis, durante el proceso se libera mas glutamato que alimenta la
lesién (Adaptado de Tymianski et al 1996).

calcio. Se sabe que la estimulacién

del receptor de NMDA activa este enzima

provocando la acumulacién de acido araquidénico en las neuronas (Coyle et al.

1993, Sanfeliu et al. 1990). Pero ademas, el secuestro masivo de calcio durante

el proceso excitotoxico por parte de la mitocondria lleva a este organulo a graves
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disfunciones (Schinder et al. 1996) y a la produccién de radicales libres
(Reynolds et al. 1995). Finalmente, otras lipasas y fosfolipasas son activadas por
el calcio y pueden contribuir a la formacién de estas especies reactivas. (Coyle et
al. 1993).

Los radicales libres interaccionan con todo tipo de moléculas como los
lipidos de membrana, las proteinas, los acidos nucleicos o los
glucosaminoglicanos, pero los aminoacidos que contienen grupos sulfuro y los
acidos grasos insaturados son especialmente vulnerables a su accién (Coyle et
al. 1993).

& Formacién de 6xido nitrico. En las neuronas, se ha relacionado al NO con
la modulacion de una gran variedad de funciones relacionadas con la plasticidad
sinaptica (Yermolaieva et al. 2000), incluyendo la funcidn del receptor de NMDA
y la LTP (Lei et al. 1992). El NO es producido por la 6xido nitrico sintasa, cuya
actividad esta regulada por la calmodulina, proteina dependiente de Ca®* y
activada por el receptor de NMDA (Tymiansky ef al. 1996). El NO en si no es
toxico pero, al combinarse con radicales libres, puede llevar a la produccién de
moléculas que si lo son. Asi, el radical superoxido en combinacion con el NO
produce peroxinitrilo una especie muy reactiva que oxida grupos sulfidrilo,
lipidos, ADN y proteinas. Pese a todo y dependiendo de la influencia de agentes
moduladores (Lipton 1993), el NO también puede ser neuroprotector.

& Alteraciones del metabolismo energético. La excitotoxicidad lleva asociada
una pérdida de la capacidad energética de la neurona lo que se constituye tanto en
una consecuencia como en un refuerzo de la lesion. Tras la entrada masiva de
calcio en el citoplasma de la célula, se activan los mecanismos de tamponamiento
y extrusion de este ion (Tymiansly et al. 1996, Verkhratsky et al. 1998) los cuales
implican un gasto de energia colosal, a la vez que la mitocondria pierde su
capacidad de generar ATP (Schinder et al. 1996). Este empobrecimiento
energético hace a la neurona incapaz de mantener el gradiente de Na' y K’ y, por
ende, su potencial de membrana (Greene et al. 1996), produciéndose un
desbloqueo del receptor de NMDA por liberacion del Mg®* que lo inhibe
constitutivamente, este receptor ahora sera capaz de activarse y precipitar la lesion
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excitotdxica a concentraciones fisioldgicas de glutamato (Greene et al. 1996). Si la
situacion contintia, se produce una alimentacidn del proceso excitotéxico mediante
la entrada masiva de Na*, CI" y agua, al interior de la célula y una salida de K* de la
misma (Katayama et al. 1995).

Recuadro 1.3: El precio de la memoria.

Algunas regiones cerebrales con responsabilidades en los procesos de la memoria son
especialmente vulnerables al dafio cerebral, por lo que los efectos de la LTP se han usado
para explorar la idea de que la maquinaria que codifica la memoria pueda ser patogénica. La
fisiologia de la LTP no esta del todo clara pero se sabe que implica la activacién del receptor
NMDA vy el incremento del calcio intracelular en la neurona postsinaptica. Dependiendo de la
concentracion alcanzada, el calcio puede activar una gran variedad de enzimas (figura) lo que
puede resultar en una modificacion a corto plazo via quinasas, o irreversible via calpainas, de
los canales idnicos y las proteinas del citoesqueleto. El incremento de calcio se puede
mantener por la activacion de segundos mensajeros mediante un proceso de retroalimentacion
positiva, el cual es modulable por otros factores (figura).
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El efecto de las calpainas sobre el citoesqueleto es drastico e irreversible. Estas
proteinas parecen estar implicadas en los procesos de atrofia y degeneracion en determinadas
condiciones patologicas y ademas, esta provado que su inhibicién es protectora frente al dafio
cerebral. Asi, un primer precio de la memoria podria ser la utilizacién de un mecanismo con
efectos cualitativamente patogénicos. Pero por aiiadidura, estd la pregunta de por qué el
cerebro no es capaz de reparar el dafio que surge en esos procesos patologicos. Quiza la
respuesta sea la necesidad que tiene la memoria de mantener las condiciones creadas. Esta
dependencia de una estabilidad podria acarrear un coste adicional: la inactivacion de los
mecanismos quimicos celulares que permiten el reemplazamiento de los componentes
cerebrales dafiados.

& Activacién de proteasas y endonucleasas. La activacion de los receptores
de EAA y el consecuente incremento de la [Ca®'); activa a una familia de
proteasas dependientes de calcio, las calpainas (Siman et al. 1988, Siman et al.
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1989). En condiciones normales, estas proteinas participan en el remodelado del
citoesqueleto, el anclaje de los receptores a la membrana y la modulacién de la
divisidn celular durante la mitosis. Sin embargo, la calpaina | esta presente en las
neuronas y se muestra activa durante la excitotoxicidad (Tymiansky et al. 1996),
por lo que se le ha otorgado el dudoso honor de ser la mediadora del desorden y
lisis del citoesqueleto observados durante la neurodegeneracion provocada por los
EAA (Siman et al. 1988, Siman et al. 1989)

& Acidosis. La excitotoxicidad provoca acidosis, tanto en el tejido como en el
interior celular (Hartley et al. 1993). Existen numerosos mecanismos que
provocan la bajada de pH durante el dafio neuronal. En primer lugar, el proceso
excitotoxico provoca rapidamente un dafo mitocondrial (Schinder ef al. 1996)
que obliga a la célula a un cambio del metabolismo aerdbico al anaerdbico, cuyo
resultado es la produccion de lactato y la liberacion de dos protones por cada
dos moléculas de ATP formadas. Pero también aparecen H* durante otras
muchas reacciones, como por ejemplo en la hidrélisis de fosfolipidos (Tymiansky
et al. 1996). El influjo de calcio causa una rapida acidificacidn intracelular (Hartley
et al. 1993, Werth et al. 1994) a través de una serie de mecanismos que incluyen
la actividad de las bombas de intercambio iénico (concretamente la de Ca®*/2H*
en la membrana plasmatica y los organulos y la del intercambio Na'/H® que
restaura el gradiente de sodio), el desplazamiento de los protones unidos a
aniones intracelulares por parte del ca® y la liberacién mitocondrial de protones
durante el tamponamiento del calcio como una consecuencia del antiporte
Ca®*/2H" (Tymiansky et al. 1996).

Los mecanismos por los que la acidosis provoca un dafio neuronal son
todavia inciertos. Algunas hipotesis apuntan a que un incremento de la
concentracion intracelular de H* provoca una reduccion de la conductancia del K*
y la facilitacién de los potenciales de accién (Madshus 1988), pero también
puede aumentar la produccion de radicales libres o acelerar la degradacién del
DNA (Tymiansky et al. 1996). Como contrapartida, hay indicios de un posible
papel neuroprotector de la bajada de pH mediante el bloqueo de los receptores
de NMDA vy, en consecuencia, la reduccion de la entrada de calcio a la célula
(Giffard et al. 1990, Kaku et al. 1993)
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La precipitacion del calcio

El estudio de la excitotoxicidad en modelos animales ha mostrado que
durante el proceso se puede producir la precipitacion de cristales de fosfato
célcico en el interior de las neuronas y los astrocitos (Korf et al. 1984, Mahy et al.
1995, Mahy ef al. 1999, Muir et al. 1994, Nitsch et al. 1990, Stewart et al. 1995).
Estos cristales tienen la estructura de los hidroxiapatitos (Herrman et al. 1998,
Kim 1995), una composicidn similar a la de otros cristales biolégicos (Bloss 1971)
y su inicio dentro de la célula se ha descrito situado tanto en el citoplasma (Mahy
et al. 1999] como en las mitocondrias (Nitsch et al. 1992).

En el cerebro de rata, se ha encontrado calcificacion mediada por la lesidon
excitotdxica en la base del cerebro anterior, la substancia negra, el hipocampo, el
globo palido y la corteza prefrontal (Bernal et al. 2000b, Herrmann et al. 1998,
Korf et al. 1984, Nitsch et al. 1990, Nitsch et al. 1992, Petegnief et al. 1999,
Robledo et al. 1999) pero nunca en el area septal (Mahy et al. 1995, Saura et al.
1995). No obstante, la inyeccién de agonistas de Glu no siempre provoca la
aparicién de estos depositos de calcio, de hecho es un proceso que parece
depender tanto del area lesionada como de la excitotoxina empleada. Cabe
sefialar ademas que la inhibicion especifica del sistema de recaptaciéon del Giu
en el nucleo estriado también presenta calcificacion asociada al dafo
excitotéxico (Liévens et al. 2000).

Pese a ser un fendmeno descrito en una gran variedad de situaciones
patoldgicas humanas (Ver revisiones de Harrington et al. 1981 y Ellie et al. 1989)
algunas de ellas relacionadas con la excitotoxicidad (Ansari et al. 1990), la
identidad y caracteristicas de las células que producen los depédsitos de calcio
son desconocidas, como también lo son los mecanismos que la provocan, el

sentido fisiolégico e incluso si es una causa o una consecuencia de la muerte
neuronali.

LA EXCITOTOXICIDAD Y LOS DESORDENES NEUROLOGICOS

La excitotoxicidad aparece como un factor comin en una gran variedad de
desdrdenes neurolégicos incluyendo el dafio cerebral isquémico, la epilepsia, el
dafio cerebral traumatico, algunas enfermedades neurodegenerativas y la
exposicion a toxinas ambientales (Meldrum et al. 1990, Obrenovitch et al. 1997).
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Vamos ahora a entrar en detalle en aquellos en las que parece tener un papel mas
significativo.

La hipoxia-isquemia

La hipoxia cerebral consiste en un aporte inadecuado de oxigeno a este
6rgano mientras que la isquemia esta originada por la disminucién del flujo
sanguineo hasta un nivel suficiente que interfiera en la funcidn normal del SNC.
Dado que, in vivo, ambos fendmenos ocurren a menudo simultaneamente, aqui
hablaremos del dafio hipdxico-isquémico. Este suceso es uno de los mas comunes
factores patolégicos que provocan un dafio neuronal, con la consiguiente
neurodegeneracion y muerte celular (Nyakas et al. 1996).

La minoracidn de los niveles celulares de energia y el colapso de las vias

metabdlicas es el desencadenante de los eventos fisiopatologicos que llevan a la
muerte celular por hipoxia-isquemia (figura 2.6). Asi, el decremento del aporte de
oxigeno a las neuronas se traduce en un cambio hacia el metabolismo anaerébico,
lo que leva a la acumulacién de lactato, y a una disminucién de los niveles de ATP
celular (Longo 1997). Estos sucesos provocan una acidosis que puede llevar el pH
a valores cercanos a 6,00. Esta acidosis junto con la disminucién de los niveles
energéticos celulares tienen multitud de efectos indeseables en la célula, entre los
que destaca la inhibicién de la bomba de intercambio Na*/Ca?®*, destruyendo el
potencial de la membrana celular y causando el aumento de la [Ca®*). También
inhiben la recaptura de neurotransmisores, provocan la apariciéon de radicales libres
y evitan la activacion de los mecanismos de reparacion celular (Farooqui et al.
1994).
Otros efectos importantes del dafio hipdxico-isquémico son la formacidén de un
edema tisular, el cual parece estar relacionado con el grado de acidosis (Siesjo et
al. 1984); el desorden en la homeostasis intracelular del calcio (figura 2.6) y la
liberacion excesiva de EAA al exterior celular con la subsiguiente aparicién de un
proceso excitotdxico (Longo 1997, Obrenovitch et al. 1997). El aumento de la
[Ca®"); es el factor fundamental en los procesos que conducen al dafio celular
irreversible (Tymianski et al. 1996). En el interior de las neuronas, el Ca?" activa
enzimas liticos, promueve la produccién de acido nitrico y la expresion de algunos
genes de respuesta inmediata (Castillo 2000, Tymianski et al. 1996).
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Figura 2.6: Mecanismos por los que la isquemia y los traumatismos producen un
incremento toéxico del calcio intracelular. Este calcio es potencialmente toxico al
desencadenar los mecanismos de excitotoxicidad (ver figura 2.5) (Adaptado de Tymiansky
et al. 1996).

El incremento hasta niveles excitotéxicos de la concentracidn extracelular de
EAA durante el dafio isquémico parece ser también debido a la pérdida del
potencial de membrana de las neuronas (Tymiansky ef al. 1996). Pero ademas y
desde el momento en que es dependiente del gradiente electroquimico del Na* y el
K*, el sistema de recaptacion de los EAA también se ve afectado (Obrenovitch et
al. 1997) y puede contribuir a este aumento tdxico, incluso mediante una inversion
del sistema de transporte (Takahashi ef al. 1997). Por otro lado, ademas de
incrementar hasta niveles toxicos la [Ca?*]; (Choi 1988), la excitotoxicidad asociada

al dafio hipoxico-isquémico puede causar una hinchazén (swelling) aguda en las
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células, fruto del influjo de Na*, CI" y agua, y a la salida de K" (Katayama et al.
1995). Finalmente, el uso de modelos animales de hipoxia-isquemia ha sugerido un
posible potencial neuroprotector de los antagonistas de los receptores del Glu. Asi,
el bloqueo de los receptores NMDA puede reducir el volumen de infarto y los
déficits neurolégicos en modelos de isquemia focal cerebral permanente y también
después de la reperfusion (Revisado por Obrenovitch ef al. 1997).

La esclerosis lateral amiotrdfica

La esclerosis lateral amiotrofica es una enfermedad neurodegenerativa
letal caracterizada por la progresiva pérdida de las neuronas motoras del SNC.
No hay explicacién para esta neurodegeneracion selectiva pero existen indicios
sobre la implicaciéon de diversos factores como el estrés oxidativo (Beal 1995) y
los defectos en la transmisién glutamatérgica. Concretamente, los receptores
AMPA son quienes se apuntan como mediadores de este dafio neuronal
selectivo (Rothstein et al. 1995b, Williams et al. 1997); aunque parece ser que la
actividad de los receptores NMDA también se ve modificada. Ademas algunos
pacientes han mostrado una reduccién de la cantidad total de EAAT2 sin que
haya cambios en la densidad astrocitaria, 10 que implica una deficiencia
especifica del transportador en las regiones afectadas por la enfermedad
(Rothstein 1995).

La epilepsia

Los ataques epilépticos consisten en alteraciones motoras o sensoriales
fruto de una sincronizacion y amplificacion de las descargas neuronales. Desde
hace tiempo se relaciona a esta enfermedad con los EAA vy, Ultimamente, se
asocia a la epilepsia con un agotamiento energético de las neuronas
estimuladas, lo que las haria mas sensibles a la excitotoxicidad. También existe
la hipotesis de que los ataques sean fruto de un desequilibrio entre los sistemas
de inhibicidén y de excitacion a raiz del incremento de la funcion glutamatérgica o
del decremento de la actividad GABAérgica (Bradford 1995). Se sabe que los
agonistas de los receptores del Glu, acidos domoico y kainico, inducen ataques
epilépticos (Revisado por Sperk 1994), y que algunos antagonistas de estos
receptores pueden inhibirlos. Ademas en la epilepsia se han encontrado indicios
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de un aumento de liberacién de Glu, o un posible defecto de su recaptura
(Obrenovitch et al. 1997).

La corea de Huntington

Es esta una enfermedad neurodegenerativa hereditaria causada por la
repeticién del codén CAG en un gen del cromosoma 4 con funcidén desconocida
(Tabrizi et al. 1998). Se han descrito importantes anomalias en el metabolismo
energético del cerebro en los individuos que presentan esta enfermedad, con
una deficiencia del 55% en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial,
siendo el estriado el nlcleo que sufre esta anomalia (Browne ef al. 1997). Este
déficit obliga al cerebro a trabajar en condiciones anaerdbicas, con el
consiguiente aumento de lactato (Koroshetz ef al. 1997) y una disminucion de los
niveles de ATP cerebral. Ello comporta una parcial despolarizacion de la
membrana, la liberacion del Mg?* que bloquea el canal del receptor NMDA, su
activacion por medio del Glu del ambiente, la entrada del Ca?" al interior celular y
el inicio del proceso excitotoxico mediado por la accion de los radicales libres
(Tabrizi et al. 1998).

MECANISMOS DE PROTECCION

En vista de la importancia de los EAA y sus efectos en el SNC no es de
extrafiar que el cerebro disponga de una serie de dispositivos de prevencién y
compensacion de la lesidn excitotoxica. Estos sistemas de compensacion
engloban tanto a los mecanismos moleculares que combaten la acumulacion
toéxica de calcio en el interior celular y el estrés oxidativo, como a la interaccion
con otros neurotransmisores, la actividad neuromoduladora de algunas
moléculas o los mecanismos celulares de soporte y reparadores del tejido
controlados por la glia.

El tamponamiento del calcio intracelular

Debido a su funcion como segundo mensajero en multitud de procesos
fisiologicos, la homeostasis celular del calcio ha de estar muy controlada (figura
2.7). En condiciones fisioldgicas normales los incrementos de la [Ca?"]; tienen un

caracter transitorio y el ion vuelve rapidamente a concentraciones basales
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(alrededor de 0,1 uM). Los mecanismos celulares de extrusion y secuestro del
calcio encargados de ello se encuentran activados en los procesos de
excitotoxicidad e incluyen una familia de proteinas fijadoras de calcio y tres
compartimentos: el espacio extracelular, el reticulo endoplasmatico y la mitocondria
(Verkhratsky et al. 1998).

espacio
extracelular

C _ V/ ) Ca2* mit'ocond_n',a'

S ,reticuio 2 J o
“endoplasmético - T a

Ca?

nicleo

Figura 2.7: Representacion esquematica de las principales vias de control de la homeostasis del
Ca®" en las neuronas. La entrada desde el exterior se produce mediante (1) el antiporte con K* o la
entrada junto al Na" mediadas por receptores de neurotransmisores como los del glutamato, y (2)
por la apertura de canales dependientes de voltaje. Este calcio sale al exterior mediante las bombas
de Ca®* dependientes de energia (3) o por accién del intercambiador Na‘/Ca’. Otros canales i6nicos
(5) pueden contribuir a la repolarizacion de la membrana y la homeostasis del calcio. En el interior
de la neurona, ademas, el calcio puede ser secuestrado en la mitocondria, quelado por proteinas
fijadoras de calcio, o almacenado en el ergastoplasma, un organulo que también puede liberar
calcio por accién de segundos mensajeros. Finalmente, el calcio experimenta flujos a través de la
membrana nuclear y puede tener efectos en la transcripcion del DNA. (Adaptado de Tymiansky et
al. 1996 y Verkhratsky et al. 1998).
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Ademas de la calmodulina, destacan tres proteinas con capacidad de fijar
calcio con alta afinidad, la parvalbuming, la calbindina Dysk y la calretinina. Son
proteinas con una amplia distribucién en el SNC que suelen presentarse en
poblaciones neuronales muy diferenciadas, aunque pueden llegar a colocalizar
(Andressen et al. 1993). Su concentracidn, movilidad y alta afinidad por el calcio las
convierte en el mecanismo mas rapido para tamponar el aumento de la [Ca”],- en
condiciones normales (Tymiansky ef al. 1996). Pero en el caso mantenerse la
estimulacion postsinaptica, estas proteinas acaban saturandose y se hace
necesaria la participacién de otros sistemas con mayor capacidad.

Las principales cisternas celulares del calcio son el reticulo endoplasmatico
y la mitocondria. El primero internaliza el ion mediante la accién de unas Ca*'-
ATPasas que actuan de un modo muy eficiente. Existen tres proteinas diferentes
con esta actividad de las cuales la mas abundante en el cerebro es la denominada
SERCA2b (Verkhratsky et al. 1998). Una vez en el sarcoplasma, el calcio es
quelado por unas proteinas fijadoras de calcio propias del organulo. La
mitocondria, por su parte, recibe la entrada de calcio a favor de gradiente
electroquimico, debido a que su interior es basico y al potencial de membrana
negativo fruto del flujo de protones creado por la cadena respiratoria (Simpson et
al. 1998). La entrada de calcio a la mitocondria ocurre a través de un sistema de
uniporte dependiente del potencial de membrana (Verkhratsky ef al/. 1998). Este
sistema se puede inhibir por iones competitivos como el Sr** o el Ba?", a la vez que
es modulado positivamente por la [Ca®'}; y por poliaminas.

Todo el calcio que entra a la célula, incluyendo el inicialmente secuestrado
por las proteinas fijadoras de calcio y el almacenado en el sarcoplasma o la
mitocondria, vuelve a ser expulsado al exterior. Para ello en la célula existen dos
sistemas de transporte activo: las Ca®*-ATPasas de membrana piasmatica y los
intercambiadores de Na'/Ca®" (Tymiansky ef al. 1996, Verkhratsky et al. 1998). Las
primeras tienen una alta afinidad por el ion pero una baja capacidad y parecen las
encargadas de mantener el gradiente en situacion de reposo; mientras que los
segundos, con una menor afinidad, tienen una gran capacidad de expulsién del
Ca® y aprovechan el gradiente de Na* que genera la ATPasa de Na‘/K' para
intercambiar tres Na* por un Ca?* creando un gradiente eléctrico.
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Mecanismos antioxidantes

Las células tienen mecanismos para protegerse de los radicales libres
procedentes del exterior o producidos durante el metabolismo celular. Los
sistemas de defensa incluyen enzimas antioxidantes, y moléculas limpiadoras
(scavengers) de radicales libres (Halliwell 1987). Entre los enzimas encontramos
la superéxido dismutasa (EC 1.15.1.1.) que cataliza la transformacién del radical
superdxido a peroxido de hidrégeno; la catalasa (EC 1.11.1.7), que reduce este
peroxido hasta agua y oxigeno; y la glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9) que
cataliza la reduccién de los hidroperdxidos por el glutation. Numerosos estudios
muestran que los factores neurotréficos (ver abajo) estimulan a las neuronas a
activar estos enzimas (revisado por Mattson et al. 1996). Finalmente, entre las
moléculas “limpiadoras" encontramos el glutation, el a-tocoferol, el B-caroteno y

el acido urico.

Los factores troficos

En general los factores neurotréficos estimulan mecanismos necesarios
para la supervivencia neuronal, el crecimiento de las neuritas y las funciones
relacionadas con la sintesis y liberacion de neurotransmisores. Por tanto, tienen un
papel en los procesos de plasticidad y regeneracién neuronales.

Hay muchos trabajos in vivo e in vitro que muestran que los factores
neurotréficos constituyen una clase importante de moduladores de la
excitotoxicidad (Mattson et al. 1996). Por ejemplo, se ha observado el aumento de
expresion de algunos de estas moléculas, como el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), en el hipocampo y la corteza cerebral tras una lesion excitotéxica
en la base del cerebro anterior (Ballarin et al. 1991a, Boatell ef al. 1992, Mahy et al.
1996) interpretandose como un intento de prevenir la muerte neuronal.

La cascada de transduccion de sefiales neuroprotectora activada por los
factores neurotréficos implica la fosforilacion del receptor con actividad tirosina-
quinasa y la consiguiente activacion de la cascada de quinasas y factores de
transcripcion (Schiessinger ef al. 1992), incluyendo las proteinas quinasas
activadoras de la mitosis (Boulton et al. 1991)
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Otros neurotransmisores

Ademas de los factores neurotréficos, las neuronas con receptores del
glutamato también reciben sefiales de otros neurotransmisores, citoquinas y
muchos neuromoduladores. Se ha observado como gran parte de esas moléculas
tienen una influencia en el devenir del dafio excitotoxico.

& La adenosina. En el cerebro, la adenosina es una molécula liberada por las
neuronas y las células gliales o generada por hidrélisis extracelular de ATP (White
et al 1991). Esta neuromodulador ejerce su funcién mediante la activacion de tres
tipos de receptores, los Ay que son presinapticos, postsinapticos y gliales y los Ay ¥
As; ambos localizados en la neurona postsinaptica y la glia (Porter et al. 1995,
Rudolphi et al. 1992). Los receptores Ay median el incremento en la concentracion
citosolica del nucledtido adenosina monofosfato 3',5'~ciclico, mientras que los A, y
los Az parecen disminuir esta concentracion intracelular (Dunwiddie et al. 1997b,
van Galen et al. 1992). Anatdmicamente, los receptores Ay presentan una gran
densidad en las areas dendriticas del hipocampo, especialmente en el CA1, una
estructura particularmente vulnerable a la hipoxia y muy rica en receptores de
NMDA. Los A, por su parte, abundan en el nucleo estriado y otras areas ricas en
dopamina. Entre los muitiples mecanismos mediante los que la adenosina ejerce
su accién en el SNC se cuentan la inhibicion de la liberacién de neurotransmisores
y la hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica (Dunwiddie et al 1985). Estos
efectos inhibidores son especialmente importantes en el hipocampo donde puede
llegar a inhibir la liberacion de Glu en un 95 % (Dunwiddie et al 1980, Lupica et al
1992), a la vez que también se inhibe la excitabilidad postsinaptica (Greene et al
1985). No obstante, a través de los receptores A, también potencia la liberacién de
Glu provocada en secciones hipocampales (Caciagli et al 1995) e incrementa la
excitabilidad neuronai en esta estructura. Asi pues, ia adenosina puede modular en
el hipocampo la excitotoxicidad y los procesos de memoria a través de sus efectos
sobre los niveles de Glu y/o acetilcolina.

Se ha observado como, en los procesos de isquemia e hipoxia, se liberan
grandes cantidades de adenosina (Hagberg ef al. 1987, Canhao et al. 1994), la
cual muestra una accion neuroprotectora, posiblemente mediante la inhibicién de la
liberacion de EAA (Rudolphi et al. 1992). A ello apuntan estudios in vivo los cuales
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demuestran que, en el hipocampo de rata, el antagonista selectivo del receptor A;
de adenosina 8-(3-clorostiril)-cafeina aumenta la pérdida neuronal inducida por
NMDA mientras que disminuye la calcificacion (Robledo et al. 1999). No obstante,
existen estudios que contradicen esta hipdtesis. Se ha encontrado que la
adenosina no afecta a la liberacidon de EAA inducida por isquemia (Phillis et al.
1991), ni bloquea la liberacion de EAA tras un dafio en la médula espinal (McAdoo
et al. 2000). Incluso se ha llegado a proponer que la adenosina potencie el
proceso excitotdxico (Hirai ef al. 1994).

& El 4cido y-aminobutirico. EI GABA es el mas abundante neurotransmisor
inhibidor del SNC. Paraddjicamente, durante la ontogenia en los mamiferos este
aminodcido promueve y dirige la migraciéon neuronal mediante la activacion de sus
receptores GABAa con actividad excitadora. (Marczynski 1998) Estos receptores
estan acoplados a un canal de CI" y en la edad adulta su actividad es inhibidora.
Debido a su presencia generalizada, el GABA esta implicado en un montén de
procesos y se le ha implicado en algunos procesos patolégicos humanos como la
corea de Huntington y la epilepsia (ver arriba). La manipulacion farmacolégica de la
transmision GABAérgica se ha mostrado como un efectivo tratamiento contra los
estados de ansiedad.

Los cambios homeostaticos encaminados a contrarrestar a los procesos
neurotdxicos inducidos por el Glu incluyen la liberacién de GABA (Pedata et al.
1993, Phillis et al. 1994, Saransaari et al. 1997) por lo que se le ha supuesto un
papel neuroprotector. Como refuerzo de esta hipotesis, estudios In vitro muestran
que el uso de agonistas de los receptores de GABA tiene una funcidn protectora
frente a la toxicidad del glutamato, particularmente a la mediada por el receptor
AMPA (Monyer et al. 1990). Sin embargo nuestro laboratorio ha demostrado que la
inyeccién de bicuculina en el hipocampo de la rata (un antagonista de los
receptores GABA,) no tiene ningun efecto sobre la excitotoxicidad inducida por
NMDA (Robledo ef al. 1999).

Por otro lado se ha sugerido una funcion excitotdxica para el GABA.
Algunos sistemas neuronales, como la retina de pollo, han mostrado un proceso
excitotdxico independiente del Ca®* y muy dependiente del CI™ que entra en la
célula a través de los receptores de GABA (Chen et al. 1998, Chen et al. 1999).
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Este mecanismo, poco estudiado y aparentemente minoritario, también se ha
observado en las células granulosas del cerebelo de mamiferos. A este respecto
quedan, empero, muchas cosas por caracterizar y determinar, entre ellas los tipos
neuronales susceptibles a esta forma de neurodegeneracion.

La reaccidn astroglial

Los astrocitos participan en multiples tareas de mantenimiento neuronal
entre las que destaca su participacibn en la formacion de la barrera
hematoencefalica (Raine 1994) y la contribucién al metabolismo energético de
las neuronas, funcién esta ultima muy importante en procesos de hipoxia e
hipoglucemia (Magistretti ef al.1999). La astroglia juega un papel crucial en los
mecanismos de transmision glutamatérgica (ya comentado en las secciones
pertinentes) y se ha mostrado especialmente participativa en los procesos
excitotéxicos.

La existencia de marcadores especificos en el SNC de este tipo celular ha
facilitado mucho el estudio de los astrocitos y de su comportamiento en los
procesos neurodegenerativos. Tienen proteinas filamentosas, de forma
constitutiva expresan la proteina fibrilar acidica glial (GFAP) y la expresion de
vimentina diferencia a los que presentan un comportamiento reactivo. También
se pueden identificar por la expresiéon de otras proteinas como la monoamino
oxidasa B (MAQO B; EC 1.4.3.4), la cual en el cerebro estd presente de forma
especifica en los astrocitos (Ekblom et al. 1994) y constituye una herramienta Gtil
para el estudio del comportamiento astrocitario en los procesos excitotdxicos
(Bernal ef al. 2000b, Petegnief ef al. 1999, Saura ef al. 1995).

Tras la activacion del dafio mediado por glutamato los astrocitos tardan un
tiempo en reaccionar, pero al cabo de una semana el area gliosis, o reaccién glial,
sobrepasa a la del dafio neuronal (Bernal ef al. 2000a). Morfolégicamente un
astrocito reactivo se caracteriza por unas hipertrofia e hiperplasia celulares debidas
al hinchamiento de su citoplasma. Este hinchamiento es fruto de la acumulacion en
la célula de iones Na* y K*, glutamato, lactato y la consecuente entrada de agua
para controlar la osmolaridad. Ademas acumula grandes cantidades de GFAP y
vimentina. Todo ello indicaria que la célula esta intentando eliminar compuestos
toxicos del espacio extracelular (Landis 1994). Los mecanismos por los que los
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astrocitos protegen a las neuronas del dafio excitotdxico incluyen la capacidad de
secretar factores neurotréficos, como el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el
factor B de crecimiento transformante (Revisado por Mattson ef al. 1996 y Tacconi
1998), y también eliminar el glutamato del espacio sinaptico (Gegelashvili et
al.1998). Por otro lado, los astrocitos disponen de receptores de glutamato, factores
neurotréficos y otros muchos neurotransmisores (Deitmer et al. 1998, Steinhauser
et al. 1996, Tacconi 1998), hecho que desencadena una serie de respuestas
intracelulares mediadas por calcio.

No obstante y precisamente debido a la expresidn de receptores de Glu, los
astrocitos también son susceptibles de sufrir un dafio excitotoxico. Las
adaptaciones metabdlicas y cambios bioquimicos que experimentan al reaccionar
frente a la lesién pueden ser potenciados por la sobreexcitacién de sus receptores
de Glu, lo que estimularia al astrocito a la produccién de moléculas téxicas (Dugan
et al. 1995), llevando a la postre a este tipo celular a la muerte por excitotoxicidad
(Volterra et al. 1994). Ademas la muerte astrocitaria no solo privaria al tejido de uno
de los mecanismos de compensacion de la lesion sino que también suplemetaria el
contenido extracelular de elementos téxicos por lo que podria exacerbar el dafio
excitotéxico neuronal (Tacconi 1998).

La reaccion microglial

Los microcitos, como macréfagos residentes del SNC que son, cumplen la
funcion inmunitaria de limpieza del espacio extracelular. En el cerebro adulto y en
condiciones de reposo, su morfologia quiescente es ramificada y filiforme y se
encuentran distribuidos de forma homogénea por todo el SNC. Al activarse pasan a
tener una forma ameboide, aumentan su movilidad y se multiplican y concentran
en las areas de lesién (Barron 1995, Streit et al. 1999).

La reaccién microglial durante la lesidn excitotoxica ha sido también
caracterizada mediante la utilizacién de marcadores especificos como el receptor
del complemento CR (reconocido por el anticuerpo OX-42), el receptor periférico de
benzodiacepinas o PBR (Bernal et al. 2000b, Petegnief ef al. 1999, Saura et al.
1995), también presente en el epitelio de los ventriculos, o por tincion de diversas
lectinas vegetales (Castellano et al. 1991, Acarin et al. 1994).
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Normalmente la respuesta microglial es anterior a la astroglial y consiste en
una actividad fagocitica de eliminacién de los restos celulares. Pero la microglia
reactiva también libera moléculas, como la interleuquina 1 y el factor B de necrosis
tumoral. Estas citoquinas tienen una funcién proinflamatoria que puede cursar
mediante la producciéon de NO microglial (Streit et al. 1999), movilizando mas
microcitos y favoreciendo su actividad fagocitica.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Los antagonistas de los diferentes receptores ionotrépicos del Glu se han
mostrado in vitro como agentes neuroprotectores muy efectivos frente a la
excitotoxicidad, por lo que se consideré la posibilidad de su uso en el tratamiento
de los desdrdenes neuroldgicos en los que participa el Glu, especiaimente en los
procesos de hipoxia-isquemia. Pero en esos casos, el uso de bloqueantes de
receptores de NMDA se rechazd pronto por sus efectos secundarios
indeseables, mientras que los antagonistas de los receptores AMPA y kainato se
han mostrado poco eficientes al igual que los bloqueadores de los canales de
Ca®* (De Keiser et al. 1999). Por ello se han propuesto tratamientos que utilicen
la combinacién de varios farmacos neuroprotectores a la vez (Calabresi ef al.
2000). Se cree que combinaciones de antagonistas del glutamato con el factor
de crecimiento fibroblastico, nimodipino, o agonistas de los receptores de GABA
(Lyden et al. 1994) entre otros, podrian presentar mayores efectos terapéuticos.

Pero también cabe contemplar otras posibilidades y muchos agonistas de
los receptores mGIuR del grupo 1l y Il si que parecen tener funciones
neuroprotectoras tanto in vitro como in vivo (Bond1999). Debido a su caracter
modulador, estos receptores tienen un pequefic impacto en la transmision
excitadora rapida pero pueden influir en la progresidon del proceso
neurodegenerativo, lo que les confiere una ventaja en el tratamiento crénico
(Nicoletti et al. 1996). Ademas es de esperar que estos farmacos tengan pocos
efectos en los tejidos periféricos ya que los mGIuR no estan presentes los
Organos controlados por el sistema nervioso auténomo, cosa que no ocurre con
otros receptores como los muscarinicos, adrenérgicos, serotoninérgicos y los
receptores de neuropéptidos.

41



Introduccién

LA VIiA SEPTOHIPOCAMPAL

LOS SISTEMAS COLINERGICOS

La acetilcolina fue el primer neurotransmisor quimico aislado y
caracterizado tanto estructural como funcionaimente. En consecuencia, muchas
de las caracteristicas basicas de los sistemas de neurotransmision fueron
estudiadas por primera vez utilizando los sistemas colinérgicos, siendo las
uniones neuromusculares de los vertebrados la estrelia de éstas investigaciones,
ya que constituian las mas conocidas y difundidas sinapsis del sistema
colinérgico.

CH,-CO-SCOA + OH-CH,-CH,-N*(CH,); CMAT  CH..COO-CH,-CH,-N*(CH,), + CoA-SH

Acetil-coenzima A Colina Acetilcolina Coenzima A
" AChE .
CH3-COO-CH2-CH2-N (CH,); + H,O ——> CH3-COOH + OH-CHz—CHz-N (CH3)3
Acetilcolina Agua Ac. acético Colina

Figura 2.8: Sintesis y degradacién de la acetilcolina

La sintesis de acetilcolina requiere un enzima especifico, la colina
acetiltransferasa (ChAT, EC 2.3.1.6). Solamente las neuronas colinérgicas
contienen este enzima lo que convierte a la ChAT en un excelente marcador
especifico de la transmision colinérgica (Bradford 1988). La acetilcolina es
sintetizada por la ChAT (figura 2.8) en el citosol del terminal sinaptico y un
transportador especifico la almacena en las vesiculas sinapticas. Las neuronas
colinérgicas también sintetizan el enzima que degrada a la acetilcolina, la
acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7). Este enzima es secretado al espacio
sinaptico y se asocia a las membranas del axon colinérgico. Sin embargo, la
AChE también es liberada por otros tipos neuronales por lo que no constituye

una herramienta para marcar las sinapsis colinérgicas tan Gtil como lo puede ser
la ChAT.
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Los receptores de acetilcolina se han dividido tradicionalmente en dos
grupos, bien sean activados por la nicotina o por la muscarina (Bradford 1988,
Taylor1994). Los primeros, llamados nicotinicos, son canales iénicos permeables
al Na® son tipicos del musculo esquelético e inhibidos por el curare. Los
muscarinicos, por su parte, estan acoplados a proteinas G, son propios de las
visceras y presentan a la atropina como principal antagonista natural. En el
sistema nervioso central (SNC) se encuentran ambos tipos de receptores siendo
mucho mas abundantes los muscarinicos.

Ademas de ser sintetizada por todas las neuronas motoras de la médula
espinal y ser el neurotransmisor de las uniones neuromusculares, las sinapsis
auténomas y las parasimpaticas postganglionares, la acetilcolina también se
encuentra en el encéfalo, por ejemplo en algunas interneuronas del nucleo
estriado o la corteza cerebral (Bear et al. 1996). En el cerebro, por afadidura,

existen dos grandes sistemas colinérgicos difusos con funcién moduladora.

Corteza cerebra

Corteza cerebral Hipocampo Talamo

Nucleos del
Nicleos del

septo medio
SEP;;’_ "I’ed': | Niicleo basal de Meynert
Ucleo basa j |
de Meynert Complejo pontomesencefalotegmental

Complejo pontomesencefalotegmental”

Figura 2.9: Representacion grafica de las vias colinérgicas del cerebro basal anterior en el cerebro
humano y de la rata. Obsérvese cémo los niicleos del septo medio proyectan mayoritariamente
sobre el hipocampo, formando la denominada via septohipocampal. (Modificado de Bear et al.
1996 y Bradford 1988)

Uno de elios es el llamado complejo de la base del cerebro anterior (figura
2.9). Se le llama complejo porque las neuronas colinérgicas se encuentran
salpicadas en numerosos nucleos del telencéfalo. Los mejor conocidos son los
nlcleos del septo medio (MS), los cuales proporcionan la mayor parte de la
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inervacién colinérgica al hipocampo constituyendo la via septohipocampal (SH),
y el nucleo basal de Meynert que lo hace a la corteza cerebral.

La funcién de las células colinérgicas en la base del cerebro anterior esta
todavia por definir totalmente y, al descubrirse que son las primeras neuronas en
morir durante la enfermedad de Alzheimer (caracterizada por una pérdida
progresiva y profunda de las funciones cognitivas), se incentivé el interés en esta
region. También se ha implicado al sistema colinérgico en la regulacién de la
excitabilidad cerebral durante el despertamiento y el estado de consciencia, asi
como en el control involuntario de los movimientos y la postura (Bear et al. 1996,
Bradford 1988). Abundando en esto Ultimo, cabe decir que los agonistas
colinérgicos activos en el SNC como el carbacol, provocan temblores similares al
Parkinson, otros movimientos disquinéticos, cataslepsia y movimientos
circulares.

E! segundo sistema colinérgico difuso tiene un nombre largo: el complejo
pontomesencefalotegmental (figura 2.9). Este sistema actda principalmente en el
talamo dorsal donde, junto a los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico,

regula la excitabilidad de los nlcleos de la transmision sensorial.

LA VIA SEPTOHIPOCAMPAL

Aunqgue el interés en la via SH se remonta a los afios 60 (Petsche et al.
1962), existen muchos motivos para que todavia contintie siendo objeto de estudio.
En primer lugar, la via SH probablemente es la mejor caracterizada, tanto en
términos anatémicos como fisioldgicos, de las vias colinérgicas del SNC. Ademas,
las células colinérgicas localizadas en el MS y en el nlcleo de la banda diagonal de
Broca (DBB) proporcionan la mayor parte de la inervacion colinérgica del
hipocampo, controlan el ritmo theta y estan involucradas en los procesos de
aprendizaje y memoria (Dutar ef al. 1995, Mizumori et al. 1990, Vanderwolf et al.
1994). Como razén adicional a este interés, aparece el hecho de que el sistema SH
contiene neuronas dependientes de factores tréficos para sobrevivir (0 al menos
para su crecimiento). La accion del NGF sobre las neuronas colinérgicas SH esta
bien documentada y constituye un buen modelo para estudiar los efectos de los
factores tréficos en el SNC (Dutar et al. 1995). Finalmente, el sistema SH se
muestra sensible a varios tipos de agresiones, siendo remarcables tanto la

P
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vulnerabildad de las neuronas del MS en animales experimentales de edad
avanzada, como la ya comentada vulnerabilidad de los sistemas colinérgicos,
incluido el SH, en enfermedades neurodegenerativas como la de Parkinson o la de
Alzheimer.

Organizacion anatémica

Las neuronas del complejo MS-DBB representan un continuo de células
que, debido a la ausencia de claras fronteras histoldgicas, es dificil de subdividir y
gue inervan la formacion hipocampal, la corteza cingulada, el bulbo olfatorio
principal y, ya de forma mas minoritaria, otras estructuras como el hipotalamo y
algunas estructuras corticales (figura 2.10). La topografia del sistema SH ha sido
estudiada mediante lesiones septales, hipocampales, o de la fimbria y el fornix, y
mediante métodos de trazado axonal; llegando a la conclusion de que las neuronas
septales que proyectan al hipocampo estan localizadas en el MS y la parte vertical
de la DBB (ver referencias en Dutar et al. 1995). Dicha inervacién se lleva a cabo
por tres rutas principales: la fimbria, el férnix dorsal y la estria supracallosa.
Ademas, esta proyeccién lo es principalmente sobre las neuronas ipsilaterales de
la estructura hipocampal, aunque se ha descrito una pequefa via cruzada
(Peterson 1989). La via SH esta organizada topograficamente a lo largo de los ejes
rostrocaudal y mediolateral. De esta forma, las neuronas mas laterales del septo
son las que proyectan de forma mas ventral en el hipocampo y las mas rostrales en
el septo proyectan a las mas rostrales del hipocampo.

Aferencias Eferencias
Hipocampo Hi
h ipocampo
Corteza entoy final Circunvoluciéon dentada
Habénula

Area t | ventral N d lei Corteza cingulada
S e o euronas del complejo Corteza entorrinal

Hipotalamo MS-DBB -
Corteza perirrinal
Septo lateral a penrtt

Amigdala Corteza retrospenial

Subiculo
Tronco cerebral:

L Hipotalamo
ocus coeruleus Banda diagonal contralateral
Nucleos del rafe

Figura 2.10: Resumen de las estructuras que proyectan sobre el complejo septo medio-banda
diagonal de broca (aferencias) y de las areas que reciben sus terminaciones (eferencias). Las
proyecciones principales estan resaltadas con trazo mas obscuro
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Dentro de la formacién hipocampal, las fibras septales acaban en un patrén
laminar tanto en el hipocampo como en la circunvolucién dentada. Asi en el
hipocampo dorsal, las células de las capas piramidal del CA1 y granular de la
circunvolucion dentada reciben las aferencias desde la parte vertical de la DBB,
mientras que tanto el MS como la DBB inervan las células de la formacién
hipocampal ventral (Nyakas et al. 1987). Finalmente, existen pocas evidencias de
ramificaciones de los axones de proyeccidn septales hacia diferentes estructuras.
Las neuronas del MS no proyectan simultdneamente hacia el hipocampo y el bulbo
olfatorio, la amigdala o la corteza cingulada (Koliatsos et al. 1991), ni tampoco
hacia la corteza y el tronco cerebral.

Distribucion de los neurotransmisores

Las primeras indicaciones de los tipos de neurotransmisores que se pueden
encontrar en la via SH se remontan de nuevo a los afos 60 (Lewis et al. 1967). Sin
embargo, no ha sido hasta la reciente disponibilidad de anticuerpos especificos de
diferentes enzimas y péptidos y el desarrollo de técnicas inmunohistoquimicas lo
suficientemente sensibles que se han presentado evidencias sobre la complejidad
neuroquimica de esta regién (Kiss et al. 1990a, Kiss et al. 1990b). En el complejo
MS-DBB, entre un 60 y un 70% de las neuronas son colinérgicas -ChAT positivas-,
hasta un 30% utilizan acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor -son
glutamato descarboxilasa (GAD, EC 4.1.1.15) positivas- y el resto contiene
neuropéptidos como la encefaling, la calcitonina, la hormona liberadora de la
hormona luteinizante, el péptido intestinal vasoactivo, la substancia P, la
colecistoquininia, el neuropéptido Y, la somatostatina y la neurotensina (Kiss et al.
1990b). La lista no acaba aqui y se han demostrado colocalizaciones: asi una
proporcion importante de las células colinérgicas contiene ademas galanina (Patel
et al. 1992).

Como oftras colocalizaciones, encontramos que todas las neuronas
colinérgicas septales contienen el receptor del NGF, mientras que las neuronas
GABAérgicas del complejo MS-DBB contienen, como marcador especifico en esta
estructura, la proteina fijadora de calcio parvalbumina (Freund 1989).

Aunque es un sistema complejo, se observa una regularidad en la
organizacién topografica de las neuronas septales (Kiss et al. 1990a). Cuando
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consideramos las divisiones mediolaterales del MS-DBB encontramos que, en la
linea central un 30% de las neuronas son GABAérgicas y un 70% lo son
colinérgicas, en la parte medial la distribucidn es de un 65 y un 35%
respectivamente, mientras que en la parte mas lateral encontramos que sdlo el 2%
de neuronas son GABAérgicas y hasta el 98% lo son colinérgicas (Patel et al.
1992). De esta manera, las neuronas GABAérgicas se encuentran principalmente
en la parte central del SM y la DBB mientras que las neuronas colinérgicas seran
mas abundantes en la periferia de la estructura.

Receptores en el hipocampo

Aqui nos centraremos exclusivamente en los receptores de los
neurotransmisores de la via SH. Es decir, acetilcolina, GABA y péptidos como el
neuropéptido Y vy la galanina. En la formacién hipocampal se encuentran ambos
tipos de receptores colinérgicos, los nicotinicos y los muscarinicos, pero éstos
dltimos son, de largo, los mas abundantes. De los 5 genes diferentes que codifican
para los diferentes subtipos de receptores muscarinicos conocidos (My a Ms), todos
ellos se expresan en el hipocampo (Buckley ef al. 1988, Vilaro et al. 1994). Los
mas abundantes, los My, se encuentran en todo el hipocampo, los M; se
encuentran mas bien en la circunvoluciéon dentada y el CA1, mientras que los
lugares de unidon M: se encuentran asociados principalmente a los terminales
colinérgicos (Cortés et al. 1986, Quirion ef al. 1989). La distribucion de los
receptores nicotinicos es mas limitada (Hunt et al. 1978) pues esta restringida al
estrato oriens vy el hilus.

Se han identificado tres tipos de receptores GABAérgicos en el hipocampo
(Bowery et al. 1987, Freund et al. 1996). Mediante estudios de electrofisiologia
se ha demostrado que las respuestas GABAa se encuentran tanto en el soma
como en las dendritas de las neuronas hipocampales, mientras que las
respuestas GABAg y GABA( estan en las dendritas (Dutar et al. 1988). También
se encuentran receptores de neuropéptido Y y galanina. La topografia de los
receptores de éste Ultimo neuropéptido esté bien descrita en ratas y primates
(ver revision de Dutal et al. 1995). En la rata, la densidad de los receptores de
galanina es mayor en el hipocampo ventral que el dorsal, se encuentran en el
estrato oriens del CA1 y en menor medida, en los cuernos de Ammén (CA) 2y 3.
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rad

pyr

or

HIP

MS-DBB | LS

Tronco cerebral iy
Hipotalamo
Amigdala

Figura 2.11: Representacion esquematica de las principales conexiones entre el complejo septal y
el hipocampo (limitado en el esquema al CAl. Las neuronas colinérgicas SH (Ach) proyectan
sobre el soma y dendritas proximales de las neuronas piramidales (triangulares) del hipocampo
(HIP), pero también en neuronas GABAérgicas no piramidales, precipitando la respuesta
colinérgica (1) Las células GABAérgicas SH contienen parvalbimina (PV) y proyectan sobre
diferentes poblaciones de neuronas del GABA no piramidales en el hipocampo. Una subpoblacién
de ellas envia terminales a las neuronas piramidales (2). Algunas de ellas, ademas contienen el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) colecistoquinina y PV. Otra subpoblacion de interneuronas
GABAérgicas proyecta sobre las dendritas apicales de las neuronas piramidales (3) y algunas
contienen el neuropéptido Y (Y) somatostatina (som) y calbindina (CaB). Las proyecciones
GABA¢érgicas SH también proyectan sobre neuronas que contienen CaB del estrato oriens (4), las
cuales, a su vez, inervan principalmente neuronas del complejo SM-DBB que contienen PV (5).
Las neuronas piramidales del hipocampo (triangulares) proyectan sobre neuronas GABAérgicas del
septo lateral (LS) (6) las cuales envian alguna aferencia de poca cuantia al SM. Las neuronas
piramidales también envian proyecciones colaterales excitadoras a varias neuronas GABAérgicas
(7). Finalmente el septo medio y el lateral tienen entradas desde otros niicleos. Rad, estrato radiado;
pyr, estrato piramidal; or, estrato oriens. (Adaptado de Dutar et al. 1995)
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Aspectos fisiologicos

La funcion fisiolégica de las neuronas colinérgicas del sistema SH esta
todavia por esclarecer. Se ha propuesto una influencia moduladora de la
acetilcolina en el hipocampo (Krnjevic et al. 1988) mediante una combinacion de
la depresion postsinaptica de corrientes de potasio y la reduccion de la liberacion
de GABA por parte de las interneuronas hipocampales. Por el contrario, se ha
sugerido que las neuronas colinérgicas septales mas que activar inhibirian a las
neuronas piramidales del hipocampo (Buzsaki 1984). Este efecto vendria
mediado por la excitacioén directa de las células GABAérgicas hipocampales.
También se ha sugerido (Buzsaki 1984, Stewart ef al. 1987) que la excitacion
periddica de muchas neuronas piramidales por parte de los axones colinérgicos
septales podria ser la responsable de la actividad del ritmo theta en el
hipocampo.

Lo que si esta claro es que las neuronas colinérgicas del complejo MS-
DBB emiten eferencias tanto al estrato piramidal como al oriens de las capas
CA1-CA3 del hipocampo, y la granular de la circunvolucién dentada (Dutar et al.
1995). En la capa oriens las neuronas inervadas serian una subpoblacién rica en
parvalbumina de neuronas GABAérgicas, cuya funcidn principal es contactar con
el soma de las neuronas piramidales. Asi, las neuronas colinérgicas del sistema
SH pueden influenciar, via esas células, en un gran numero de neuronas
piramidales.

La rica inervacion colinérgica a neuronas GABAérgicas hipocampales se
antoja paraddjica para una via pensada para contribuir a facilitar las respuestas
en el hipocampo (Krnjevic et al. 1988), por lo que se requiere seguir
profundizando en el estudio de la secrecidn de acetilcolina sobre las neuronas
inhibidoras y sus efectos en la funcién hipocampal.

El GABA en el hipocampo actlia como un neurotransmisor inhibidor tanto
en la neurona presinaptica, a través de sus receptores GABA,, como en la
postsinaptica a través de sus receptores GABAg. Los efectos fisiologicos del
GABA liberado por las interneuronas del hipocampo sobre las neuronas
piramidales estan, a su vez, bien documentados (Nicoll et al. 1990, Freund et al.
1996). Sin embargo, el papel del GABA liberado por las neuronas procedentes
del complejo MS-DBB es probablemente diferente ya que las proyecciones
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GABAgrgicas de la via SH inervan principalmente interneuronas y no células
piramidales (Freund et al. 1988). Se ha propuesto que estas aferencias
GABAérgicas sean responsables de la contribucion septal (que es resistente a la
atropina) a la LTP de las células granulares hipocampales. De igual forma, la via
SH GABAérgica podria participar en el control de un amplio rango de circuitos
inhibidores de retroalimentacién positiva (y negativa) dentro de la formacion
hipocampal (Gulyas et al. 1990, Kiss ef al. 1990b)

Proyecciones al area septal

En términos de neurotransmisores, el MS recibe aferencias colinérgicas del
complejo pontomesencefalotegmental, entradas aminérgicas desde el tronco
cerebral, terminaciones dopaminérgicas desde el area tegmental medial y
proyecciones GABAérgicas desde el hipocampo y el septo lateral (Alonso et al.
1982, Dutar ef al. 1995). El circuito SH se ilustra en la figura 2.11 y comprende dos
rutas: a) neuronas glutamatérgicas piramidales que proyectan en el septo lateral
con algunas ramificaciones colaterales al MS-DBB (Toth ef al 1993), y b)
proyecciones desde neuronas GABAérgicas no piramidales —la mayor parte de
ellas inmunopositivas para la calbindina principalmente hasta neuronas SH
GABAérgicas, aunque también llegan a algunas colinérgicas (Alonso et al. 1982,
Toth et al. 1993).

Los receptores mas abundantes en el complejo MS-DBB son los lugares de
unién al glutamato, (Zilles et al. 1991) y los receptores muscarinicos de acetilcolina,
siendo el subtipo M, de los muscarinicos el mas abundante en el SM (Zilles et al.
1991). Se ha demostrado que la mayoria de las neuronas ChAT positivas expresa
mRNA de los receptores M, y M; (Vilaro et al. 1994), aunque también las neuronas
GABAérgicas expresan el receptor muscarinico. También se ha demostrado una
alta densidad de receptores de GABA (Bowery et al. 1987, Zilles et al. 1991) y, en
menor medida, de 5-hidroxitriptamina, de dopamina (los Dy y los D;) y de
noradrenalina (Boyson et al. 1986, Zilles ef al. 1991).

La via en el envejecimiento y las enfermedades
A pesar de la controversia sobre las alteraciones del SNC asociadas al
envejecimiento, existe un consenso en que el sistema SH es vulnerable a la edad.
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Se da por cierto que, en la rata, el nimero y tamafio de las neuronas positivas en
AChE decrece con la edad (Altavista ef al. 1990, de Bilbao et al. 1991, Fischer et
al. 1989) aunque no cambie la densidad sinaptica en el MS. Resalta el hecho de
que la disminucion en tamafio correlaciona con un déficit comportamental (Fischer
et al. 1989). Se han observado cambios similares en el hombre, aunque hay poca
informacion disponible sobre la via en humanos ya que el interés se ha centrado en
el nucleo basal de Meynert. También se sabe que tanto las neuronas del septo
medio que contienen galanina como las que contienen parvalbimina (de Bilbao et
al. 1991, Miettinen et al. 1993) decrecen en nimero con la edad.

En animales de experimentacion, existen numerosos datos sobre cambios
en marcadores colinérgicos asociados con la edad, datos que son, empero,
controvertidos. Mientras que la actividad ChAT decrece en el MS, especialmente
en ratas con deficiencias en el comportamiento (Markram et al. 1990), en el
hipocampo es dificil de saber puesto que se ha descrito tanto el incremento, como
la disminucion e incluso ninguna variacion de la mencionada actividad. Parece que
la recaptacién de acetilcolina también estd disminuida (Sherman et al. 1990)
mientras que sélo algunos autores describen el decremento de la liberacion del
neurotransmisor (Fischer et al. 1991b, Gilad et al. 1987). Estas incongruencias
también se encuentran en los receptores. Algunos estudios hablan de una
disminucién en la densidad de lugares de unidon muscarinicos en el hipocampo,
pero la mayoria no encuentra cambios (Potier et al. 1992).

En ratas viejas, la densidad de los receptores de NGF esta disminuida en la
DBB (Markram et al. 1990) y los niveles de NGF disminuyen hasta el 40% en el
hipocampo (Larkfors et al. 1987). Sin embargo, Alberch et al (1991) no encontraron
cambios en los niveles de NGF en la corteza cerebral ni el hipocampo de ratas
envejecidas pero si en el septo y el estriado. Abundando en el factor de crecimiento
nervioso, alguno de los cambios asociados a la edad desaparecen en su presencia.
La administracién intraventricular de NGF revierte en parte la atrofia de los cuerpos
neuronales colinérgicos en el septo y mejora el comportamiento en el laberinto de
agua de Morris (Fischer et al. 1987). También aumenta la actividad ChAT, asi
como la liberacién y la recaptacién de acetilcolina (Williams et al. 1990, Williams et
al. 1991).
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A pesar de ser el basal de Meinert el nucleo colinergico sobre el que se
centra la mayor parte de los estudios, la enfermedad de Alzheimer también atarie a
la via SH. En individuos afectados por esta enfermedad, la actividad ChAT esta
disminuida en el complejo MS-DBB entre un 55 y un 65% (Henke et al. 1983),
mientras que la pérdida neuronal en el nucleo alcanza el 70% (Arendt et al. 1985)
aunque no esta del todo claro que esta pérdida sea totalmente colinérgica.
Ademas, se observan otros cambios neurodegenerativos como una atrofia del area
septal (Allen et al. 1988). Para concluir cabe remarcar que el otro sistema
colinérgico del SNC, el complejo pontomesencefalotegmental, se ve libre de dafo
durante la enfermedad de Alzheimer (Woolf ef al. 1989).

Recuadro 1.3: El laberinto de agua de Morris.

Este método es una valoracién de la memoria espacial de las ratas y se usa
muy habitualmente en experimentacion ya que la buena realizacién de esta tarea
depende directamente del hipocampo. En esta prueba, se introduce al animal en una
piscina llena de agua lechosa. La piscina contiene justo bajo la superficie del agua
una plataforma que, de alcanzarla, permitiria escapar al animal. Una rata que realiza
la experiencia por vez primera nadara por toda la piscina hasta que se tope con la
plataforma (figura), momento en el que subird a ella. No es necesario repetir la
experiencia muchas veces para que una rata normal aprenda la localizacion espacial
de la plataforma y la encuentre rapidamente (figura). Sin embargo, las ratas que
sufren algin dafio bilateral en el hipocampo parece que nunca recuerdan la
localizacion de la plataforma.

Antes de aprender Después de aprender

Esta prueba fue inventada por Richard Morris, un psicologo de la
Universidad de Edinburgo, para estudiar el posible papel de la LTP hipocampal en
el aprendizaje de la localizacién espacial. Morris inyect6 un antagonista del receptor
NMDA en el hipocampo de unas ratas que Iuego fueron entrenadas en el laberinto
de agua. A diferencia de los animales control, esas ratas nunca recordaban la
localizacion de la plataforma. Demostrando de este modo que los métodos que
bloquean la LTP afectan también a la memoria y el aprendizaje.
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Funcion de la via en el aprendizaje y la memoria

Hace ya tiempo que se considera un hecho la participacion del hipocampo
en los procesos de aprendizaje y memoria (ver referencias en Jaffard et al. 1993).
De igual manera, también se ha demostrado que el complejo MS-DBB tiene un
papel importante en estos procesos, al menos por lo que respecta a sus
proyecciones hacia la formacion hipocampal (Barnes 1988, Squire 1992). Estudios
de lesiones electroliticas experimentales enfatizan el papel del sistema SH (y del
hipocampo por si mismo) en la orientacion y la memoria espaciales. Asi, existen
evidencias de deterioro de la memoria inmediata tras una lesién septal (Poucet et
al. 1990). Sin embargo, este tipo de lesion carece de especificidad, pues destruye
tanto las neuronas septales como las fibras de paso hacia el hipocampo, tales
como las de noradrenalina o de 5-hidroxitriptamina.

Los farmacos constituyen una herramienta mas eficaz para probar las
funciones del sistema SH. Experimentos de administracion directa de inactivadores
reversibles del septo medio como son la tetracaina y la lidocaina confirman el papel
de este sistema en la adquisicion de la memoria espacial a corto plazo (Givens et
al. 1990, Poucet et al. 1991). Otras neurotoxinas como la fenoxibencilamina (un a-
antagonista) o la bicuculina (un GABA, antagonista) también lleva a un deterioro de
la memoria inmediata (Chrobak ef al. 1992). Por el contrario, la administracién de
6-hidroxidopamina en el septo lateral facilita la realizacion de varias tareas (Galey
et al. 1989). Todo ello indica que la funcién del sistema SH en la memoria y el
aprendizaje estd controlada, al menos parcialmente, por mecanismos
monoaminérgicos y GABAérgicos.

Otros experimentos, empero, confirman la funcion de las proyecciones
colinérgicas de la via SH en la memoria inmediata. Tanto la administracion
sistémica como la local de escopolamina, u otros antagonistas colinérgicos,
deterioran diversos tipos de tareas cognoscitivas de memoria en animales
experimentales y en humanos (Levi et al. 1991). Ademés, los agonistas
colinérgicos y los farmacos que incrementan el contenido en acetilcolina del
hipocampo mejoran el funcionamiento cognitivo, al menos bajo ciertas condiciones
experimentales (Levi et al. 1991). Sin embargo la contribucion de las sinapsis
colinérgicas hipocampales en este funcionamiento es dificil de valorar, ni siquiera
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esta claro si los efectos de los farmacos colinérgicos son debidos a su actuacion
sobre el SNC o el periférico (Rush ef al. 1992).

Todos estos déficits funcionales observados tras lesiones del sistema SH
son, hasta cierto punto, reversibles. Las neuronas colinérgicas septales pueden
incrementar su capacidad de sintetizar y almacenar acetilcolina tras lesiones
electroliticas. Bajo estas condiciones, los niveles in vivo de colina y acetilcolina
endogenas, asi como el contenido de la acetilcolina sintetizada de novo en el
hipocampo, son similares a los de animales control (Lapchak et al. 1991). Se
desconocen los mecanismos para esta compensacidn, aunque se sabe que la
recuperacion es potenciada por varios factores neurotréficos, especialmente el
NGF.

Finalmente, el hecho de involucrar a varios sistemas de neurotransmision
constituye una de las principales limitaciones a la hora de estudiar la via SH, pues
implica una falta de neurotoxinas especificas. Pero existe una serie de moléculas
analogas al Glu y el Asp que pueden causar muerte neuronal al ser inyectadas en
determinadas areas cerebrales y que, por ello, son denominadas excitotoxinas.
Estas excitotoxinas incluyen el kainato, el NMDA, el acido iboténico el acido
quinolinico y el AMPA. Las lesiones excitotoxicas del septo llevan a consecuencias
comportamentales similares a los problemas de aprendizaje relacionados con la
edad, pero no alteran la funcidn hipocampal tan profundamente como la lesidén
electrolitica o la inactivacidn septal. Igualmente, como ocurre con la edad
avanzada, la actividad thefa y la neurotransmisién colinérgica se encuentran
parcialmente preservadas tras la lesion excitotoxica (Leung et al. 1994, Mizumori et
al. 1990, Stewart et al. 1987). Asi pues, las lesiones con analogos de los EAA en el
area septal tienen una relevancia mayor que la lesién electrolitica o la inactivaciéon
del MS en el estudio de la contribucion de la via SH a los deterioros de memoria
que acaecen con !a edad.
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