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DISCUSION GENERAL

& La complejidad de la sinapsis glutamatérgica y la diversidad de los
procesos que media provoca que la excitotoxicidad pueda participar en los
desérdenes neurolégicos a través de multiples mecanismos que llevan, todos
ellos, a la neurodegeneracion. De hecho, el dano cerebral es la resultante de los
procesos que conducen a la muerte neuronal y los mecanismos de
compensacion activados por el tejido. De todas estas manifestaciones, los
procesos de calcificacion cerebral, aunque frecuentemente observados, por poco
estudiados son los menos conocidos. Este estudio ha aportado nuevos indicios
de que, en estos procesos de caicificacion cerebral, existe una interconexion
entre la excitotoxicidad del Glu y los defectos en el metabolismo energético.

Los depdsitos de calcio detectados en el cerebro de rata tras la inyeccién
de AMPA tienen una estructura cristalina tipica del hidroxiapatito presente en
diversos tejidos bioldgicos (Herrmann et al. 1998, Kim 1995, Mahy et al. 1999),
se han descrito también en numerosos tejidos humanos (Honda et al. 1994,
Khan ef al.1986, Kodaka ef al. 1994, Nagaratnam ef al. 1998, Toti ef al. 1996) y
se caracterizan por aparecer asociado al proceso neurodegenerativo comuin a la
inyeccion de AMPA, NMDA, &cido iboténico o acido quiscudlico. Por ello, su
formacion no parece depender del tipo de receptor de Glu activado inicialmente.
Aunque su tamafo, nuimero y distribucion en el cerebro si que parecen estar
relacionados no solo con la excitotoxina sino también con el area cerebral
implicada. En el MS, el proceso degenerativo asociado a la microinyecciéon de
acido iboténico y de quiscualico se caracteriza por una atrofia sin calcificacién
(Mahy et al. 1995) mientras que en condiciones similares ensayadas en este
trabajo, el AMPA si induce a la aparicion de depdsitos de calcio.

La sensibilidad a la inyeccion con AMPA es diferente entre las areas
cerebrales. Por ejemplo, en contraste con la limitada calcificacién que presenta el
MS aun tras dosis elevadas de AMPA, el globo pélido presenta una extensa
calcificacion a partir de la dosis de 1,54 nmol (Petegnief ef al. 1999) y en el

hipocampo una dosis de 2,7 nmol es capaz de producir una calcificacion que se
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extiende por todos los estratos de este nucleo (Bernal et al. 2000b). Sin embargo
en la retina sélo una inyeccion de 10,6 nmol seguida de otra de 21 nmol es
capaz de provocar la precipitaciéon del calcio (Andrés ef al.1998). En esta Ultima
estructura una sola dosis de AMPA no provoca la calcificacion y, como se ha
demostrado en la retina de pollo (Chen et al. 1998, Chen et al. 1999), los
movimientos de CI” mediados por los receptor de GABA serian los responsables
del proceso excitotdxico, mientras que parece necesario un pretratamiento con
AMPA para activar los mecanismos dependientes de ca*.

Hemos de recordar que la permeabilidad de los receptores AMPA al Ca**
viene determinada por las subunidades que componen el canal (Greenamyre et
al. 1994) y que los mGIuR 1l y Il muestran propiedades neuroprotectoras contra
la excitotoxicidad (Battaglia et al. 1998). Por ello y junto a las variaciones en los
sistemas de tamponamiento y eliminacion del Ca?* citoplasmatico que regulan el
aumento de [Ca®], la composicién y distribucién de tipo de receptor de
glutamato en cada area del SNC podria contribuir a explicar esta diferente
susceptibilidad.

Por otro lado, la activacion de los sistemas glutamatéergicos del SNC
dispara las necesidades energéticas del cerebro. Numerosos estudios indican
qgue el Glu estimula el flujo glucolitico glial, liberando lactato como substrato
energético aerdbico para las neuronas (Larrabee 1995, Larrabee 1996,
Magistretti et al. 1999). Estos resultados se han visto confirmados en estudios
sobre cortes de hipocampo estimulados con Glu, los cuales mostraban que
cuanto mas lactato producia la glia, mayor concentracion de Glu toleraban los
cortes, incluso a niveles considerados toxicos para la célula (Schurr ef al. 1999).
Como ya se ha discutido en la seccidn 4.2, el lactato glial también incrementa en
humanos durante la hipoxia y es utilizado por las neuronas como obligado
substrato energético, incluso tras el episodio hipdxico, para preservar la
viabilidad neuronal (Sibson et al. 1998). Teniendo en cuenta todo esto, la gliosis
observada tras una lesién excitotdxica, traeria asociada una activacion sostenida
de la formacién de lactato que seria transportado a las neuronas para su
completa oxidacién. El aumento de lactato acarrearia una reduccion del pH
celular, lo que facilitaria la formacién de iones H,PO4~, HPO42 y H.PO,> a partir

de fosfato inorganico (Farooqui et al. 1994). Debido a la alta afinidad entre el
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Ca®' y los iones fosfato y su alta concentracion, podria iniciarse formacion del
microcristal y el subsiguiente crecimiento del cristal seria paralelo al proceso
neurodegenerativo. Si esto fuera asi, la calcificacion de cada area cerebral
dependeria no solo de los movimientos del calcio y la densidad y tipo de receptor
de Glu presentes, sino también de la capacidad de las células gliales para liberar
lactato durante la neurodegeneracidon. Esto explicaria en parte la reducida
calcificacién y la importante pérdida neuronal encontrada en el MS tras una
lesidn excitotdxica, pues en este nucleo no se observa reaccién astroglial tras la
inyeccidén de ninguna de las excitotoxinas (Mahy et al. 1995, Meyer 1989).

La calcificacién del SNC humano se ha observado en un amplio espectro
de enfermedades (Ellie et al. 1989, Harrington et al. 1981) sin ninguna clara
relacion entre ellas. Sin embargo y de acuerdo con otros estudios (Korf et al.
1984, Mann 1988, Nitsch ef al. 1990, Saura et al. 1995), nuestros resultados
indican que podria estar relacionada con la sobreexcitacién de los receptores de
Glu. A pesar de que no se conoce el significado de la calcificaciéon celular, una
serie de premisas sugieren que podria ser parte de los mecanismos
compensatorios de la neurodegeneracidn inducida por excitotoxicidad. El hecho
de que las mitocondrias mas préximas a los depdsitos de calcio muestren por
microscopia electrénica una morfologia normal (Mahy et al. 1999) argumenta a
favor de esta hipdtesis, puesto que la disfuncidon mitocondrial aparece como uno
de los primeros sucesos que acaecen en la neurodegeneracién inducida por
NMDA en neuronas en cultivo (Schinder et al. 1999). También se ha descrito que
una muy alta [Ca®']; no es necesariamente neurotoxica, y que hace falta una
captacién efectiva de calcio por parte de la mitocondria para precipitar la muerte
neuronal mediada por el receptor NMDA (Stout et al. 1998). Todos estos
resultados indicarian que, ademas del calcio, otras causas como el influjo de Na*
y CI” o la fuga de K" podrian participar en el dafio excitotdxico.

Esta hipétesis también es consistente con el hecho de que las neuronas
expuestas a una estimulacién prolongada de los receptores NMDA pueden
sobrevivir en presencia de quelantes de Ca®* (Tymianski et al. 1993). Lo que
sucederia es que la precipitacién del caicio dentro de la célula mimetizaria la
disminucion de la [Ca”],- inducida por esos quelantes. Asi, en la seccion 4.1
hemos visto como en un estudio de respuesta a la dosis, la inyeccion de AMPA
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en el MS lleva a una pérdida neuronal y la atrofia del area septal a dosis bajas
(0,54, 2,7 y 5,4 mM) mientras que concentraciones mayores de 5,4 mM inducen
a una creciente calcificacion sin modificacion de la pérdida neuronal y la atrofia.
Un experimento similar en el globo palido de la rata ha demostrado que un
incremento en calcificacion no se acompafia con un aumento de la astrogliosis
(Petegnief et al. 1999). Finalmente, en el hipocampo del mismo animal, el
antagonista selectivo del receptor A, de adenosina 8-(3-clorostiril)-cafeina
aumenta la pérdida neuronal inducida por NMDA mientras que disminuye la
calcificaciéon (Robledo et al. 1999).
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Figura 5.1: Dibujo esquematico del proceso excitotoxico inducido por el Glu con la formacion
intracelular de depositos de calcio como parte de la homeostasis del calcio. Se incluye en el
diagrama la via metabolica del lactato con la comunicacion entre los compartimentos glial y
neuronal. a-cg, o-cetoglutarato; ADP, adenosina bisfosfato; EPSC corriente excitadora
postsinaptica; GS, glutamina sintetasa, PFC, proteinas fijadoras de calcio, PIP2; fosfatidil-
inositol bisfofato; PLC fosfolipasa C, Va, potencial de accion.

Neurona
postsinaptica

A pesar de todos estos argumentos a favor de la hipotesis
neuroprotectora, son necesarios nuevos experimentos para demostrar si, como
se muestra en la figura 5.1, la calcificacion constituye una opcién en la

homeostasis del calcio. Esta nueva posibilidad ayudaria a compensar el masivo
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aumento citoplasmatico de los iones libres asociados al proceso
neurodegenerativo y a la acidosis inducida por lactato.

& Esta aceptado que durante el proceso excitotoxico, el aumento
extracelular de glutamato sea el inductor del incremento de Ia [Ca®*]; precursor
de los mecanismos moleculares que precipitan la muerte neuronal. Por ello, la
mayoria de los mecanismos de compensacién e inhibicidn estan dirigidos a
controlar esta concentracion o sus efectos (revisado por Mattson et al. 1996,
Michaelis et al. 1998, Tymiansky et al. 1996). Pero, aqui hemos puesto de
manifiesto que, en el MS una vez controlado el proceso agudo de
excitotoxicidad, la neurodegeneracidn colinérgica continuaba en el tiempo
evidenciando la existencia de otros mecanismos como mediadores del dafo
inducido por el Glu. Asi, la diversidad y complejidad de los procesos que median
la actividad glutamatérgica abren un amplio abanico de posibles disfunciones,
como por ejemplo la pérdida de selectividad de los receptores ionotropicos del
Glu (Obrenovitch et al. 2000) o deficiencias en la recaptacion del Glu sinaptico
(Liévens et al. 2000). Estas anomalias denominadas excitotoxicidad endogena
contribuyen a explicar fendmenos como la hipoactividad del receptor de NMDA
asociada con la edad avanzada detectada en la enfermedad de Alzheimer (Olney
et al. 1997) o el incremento de receptores AMPA detectado en el hipocampo de
ratas viejas con deficiencias cognoscitivas (Le Jeune et al. 1996) y posiblemente
asociado a una astrogliosis atipica como hemos inferido aqui a partir de la falta
de variacién en la cantidad de MAO B hipocampal en esas ratas.

Una de las consecuencias de la pérdida neuronal debida a la
excitotoxicidad es la alteracién de otros sistemas neurotransmisores. Asi, este
estudio ha puesto de manifiesto que el déficit de las funciones colinérgica y
GABAérgica septales, comporta el aumento de receptores GABAs en la CA3 y la
alteracién de los sistemas glutamatérgico, GABAérgico y adenosinérgico
hipocampales. De ellos, el sistema el GABAérgico se muestra como el mas
profundamente afectado, llevando su déficit funcional a la creacién de un nuevo
equilibrio entre los neurotransmisores activadores e inhibidores con el
consecuente aumento de Tau y adenosina extracelular para controlar los niveles
de Glu.
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La capacidad de la adenosina para controlar los niveles de Glu
extracelular la convierte en un agente especialmente importante en el control de
la liberacién del neurotransmisor en los procesos de hipoxia-isquemia (Rudolphy
et al. 1992). Esta proteccion también se ha observado a través de la activacién
de los receptores A en el hipocampo de ratas que habias sufrido una
administracion sistémica de kainato (Matsuoka et al. 1999). Varios son los
mecanismos por los que la adenosina ejerce su funcidn moduladora a través de
sus receptores A4, entre los que se encuentra la inhibicién de los canales de
Ca®", con el consecuente bloqueo de la liberacién dependiente de calcio de las
vesiculas sinapticas (Scholz et al. 1991). Pero ademas existen interacciones con
los receptores metabotrépicos presinapticos del glutamato. Se ha descrito que,
en secciones de hipocampo,’la secrecion sinaptica de purinas y EAA esta
controlada por los receptores A1 y mGluR |l actuando a través de la misma via
de transduccién (Di lorio et al. 1996). Finalmente, como el receptor NMDA
estimula la liberaciéon de adenosina (Chen et al. 1992) formada por degradacion
del ATP utilizado como aporte energético (Brundege et al. 1998), la adenosina
molécula podria tener un papel importante en el bloqueo de los primeros
estadios del fendmeno excitotdxico enddgeno. Ademas, su rapida metabolizacidn
hasta &cido Urico parece estar también mediada por el receptor NMDA (Chen et
al. 1992) y, ya que este Ultimo presenta propiedades neuroprotectoras (Yu et al.
1998), podria participar de este control.

& La organizacion anatémica del MS hace que su lesién excitotdxica no sea
puramente colinérgica. Como los déficits cognoscitivos presentes en los
animales que reciben una inyecciéon excitotdxica en el MS (Leutgeb al 1999,
McAlonan et al. 1995a) suelen corresponderse con los déficits asociados a la
edad en las funciones cognoscitivas controladas por el hipocampo (Fischer et al.
1991a, Gallager et al. 1993), otros sistemas parecen estar implicados en el
declive cognoscitivo asociado a la edad. EXperimenios farmacoldgicos
(Vanderwolf 1987) y combinaciones de lesiones colinérgicas y serotoninérgicas
(Richter Levin et al. 1989) han mostrado que el bloqueo del sistema
serotoninérgico incrementa el déficit cognoscitivo inducido por la lesion del MS o
el bloqueo de los receptores colinérgicos en ratas jévenes. Incluso estas ratas
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mostraban déficits mayores que los observados en animales viejos con
problemas cognoscitivos. Por otro lado, la transmision glutamatérgica en el
hipocampo, afectada tras la lesion excitotéxica del MS, esta implicada en el
control de la memoria espacial (Morris et al. 1986), como se ha demostrado en
modelos animales que describen un aumento en los lugares de unidn al receptor
AMPA en el hipocampo de las ratas Al (Le Jeune et al. 1996). Nuestros
resultados muestran, ademas, la afectacidon de los sistemas GABAérgico y
adenosinérgico hipocampales en la lesién excitotoxica del MS. De hecho el
numero de receptores GABAs se ve incrementado en algunas areas
hipocampales, resultado no encontrado para los receptores muscarinicos, por lo
que parece que ambos sistemas podrian contribuir a los procesos cognoscitivos
del hipocampo.

Se ha propuesto que, en la formacién hipocampal, la liberacion de GABA
procedente del complejo MS-DBB vy la intrahipocampal podrian servir para dar un
marco de referencia a la interpretacion de las entradas corticales al hipocampo
(Leutgeb et al. 1999, Wallenstein et al. 1998). La menor proporcidon de
interneuronas moduladas por células GABAérgicas en los animales lesionados
indica un efecto directo de las proyecciones septales sobre la actividad de las
interneuronas y apoya la hipdtesis de que éstas contribuyen a los déficits
fisiolégicos y cognoscitivos asociados a la edad (Mizumori et al. 1992). Por otro
lado, el aumento de receptores AMPA caracterizado en todos los estratos
hipocampales de ratas viejas con déficits cognoscitivos podria estar relacionado
no solo con la disfuncién de las neuronas principales piramidales sino también
con la de las interneuronas, todas ellas afectadas por una falta de soporte
astroglial adecuado.

E! papel de la adenosina en los procesos de la memoria estd mas obscuro
y su interpretacion parece depender del modelo animal utilizado. Por ejemplo, en
animales sin lesionar se ha demostrado que los antagonistas del receptor A,
aminoran los déficits en una variedad de amnesia, cosa que no hacen los del
receptor Az (Suzuki et al. 1993). Otros estudios corroboran estos datos
mostrando que la activacion de los receptores A, interfiere en el hipocampo con
las funciones de la memoria de trabajo (Ohno et al. 1996). Sin embargo, en

condiciones de hipoxia, el bloqueo de la transmision adenosinérgica resulta en
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un dafo hipocampal y déficits en las tareas de este tipo de memoria (Boissard et
al. 1992). Todos estos datos parecen indicar que la adenosina puede modular los
procesos de memoria regulando de forma diferencial la neurotransmisién
glutamatérgica en funcion del nivel de excitabilidad del sistema.

En conclusion, nuestro modelo experimental ha permitido poner en relieve
que, como respuesta adaptativa a las reducciones de las actividades colinérgica
y GABAérgica septohipocampales, tiene lugar un aumento en el contenido
hipocampal de los receptores GABAa, pero no de los muscarinicos ni de los
NMDA. También se observa una activacién del sistema adenosinérgico
posiblemente para controlar la funcién glutamatérgica. Estos resultados sugieren
que el dafo excitotdéxico podria depender en primera instancia del control
adenosinico. En caso de ser asi, seria interesante considerar la utilizacion de
agonistas de los receptores A; y GABA, en el tratamiento de desérdenes
neurolégicos en los que participe el glutamato, asi como en aquellos que
aparezcan déficits cognoscitivos. Debido a su caracter modulador y al igual que
se ha sugerido para los agonistas de los receptores mGIuR del grupo 1l y i
(Nicoletti et al. 1996), el uso de agonistas de estos receptores podria incidir
negativamente en la progresién del proceso neurodegenerativo, abriendo la
posibilidad de nuevos tratamientos.
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CONCLUSIONES

De este trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

& De la seccion 4.1: Comparacion de la respuesta a la dosis de AMPA con la
evolucion de la lesidn excitotoxica en el septo medio.

6.1.1.- La inyeccion esterotaxica de AMPA 5,4 mM en el septo medio provoca un
proceso neurodegenerativo caracterizado a cuatro dias por una marcada
pérdida de neuronas colinérgicas, la cual aumenta durante al menos siete
meses, y por la progresiva atrofia del area septal, significativa a partir de
los dos meses de la inyeccidn.

6.1.2.- Las neuronas GABAérgicas del septo medio se muestran mas resistentes
a la lesidn excitotoxica inducida por AMPA que las neuronas colinérgicas,
necesitdndose la inyeccion de AMPA 16,2 mM para alcanzar una pérdida
similar. A la dosis de 54 mM de AMPA, se activan los sistemas de
compensacion tisulares capaces de frenar esa pérdida de neuronas
GABAérgicas, cuyo numero se estabiliza pasados dos meses desde la
inyeccién, a partir de ese momento el dafio excitotdxico seria
principalmente sobre el sistema colinérgico.

6.1.3.- La lesién excitotoxica inducida por AMPA en el septo medio provoca la
aparicion de depositos de calcio cuyo origen estaria asociado a la
activacion de las neuronas GABAérgicas y que llevan asociada una
reaccién microglial. El proceso de calcificacion en este nlicleo depende de
la intensidad del efecto agudo y no del tiempo postlesion
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de la seccion 4.2: Relacién entre la calcificaciéon cerebral y la vulnerabilidad

humana a la hipoxia-isquemia en el periodo perinatal

6.2.1.- La calcificacion que aparece en los ganglios de la base, la corteza

cerebral y el hipocampo de cerebros humanos afectados por hipoxia-
isquemia en el periodo perinatal correlaciona con el grado de lesion de
cada area, es mayor en los casos a término que en los pfematuros y
parece depender de la intensidad del dafio inicial y no del tiempo post-
trauma. Que las diferencias de vulnerabilidad a la hipoxia-isquemia sean
similares a las de calcificacion sugiere una interdependencia de ambos
procesos.

6.2.2.- Basandonos en esta relacion entre vulnerabilidad y calcificaciéon y en los

&

resultados sobre calcificacion cerebral en nuestros modelos de
experimentacion, el glutamato y la acidosis lactica parecen tener una
funcion clave en la calcificacion inducida por hipoxia-isquemia perinatal.

De la seccion 4.3: Cambios histolégicos y neuroquimicos provocados por la

lesién del septo medio con AMPA.

6.3.1.- La microinyeccién de AMPA 54 mM en el septo medio no produce

ninguna alteracién en las células hipocampales, puesto que no se observa
perdida neuronal, atrofia del area, ni reacciones astro o microglial en esta
estructura.

6.3.2.- La lesidn excitotdxica mediada por AMPA en el septo medio provoca a los

dos meses una reduccion en la actividad acetilcolinesterasa del 7% en
este nacleo y de un 6% en el Cuerno de Ammoén 3 del hipocampo,
mientras que la cantidad de receptores muscarinicos y NMDA se mantiene
inalterable en todas las areas estudiadas.

6.3.3.- Esta lesidn excitotéxica crea un aumento medio del 159% en los lugares

de unién del [*HJmuscimol en todos los estratos del Cuerno de Ammoén 3 y
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de un 98% en el hilus de la circunvolucién dentada. Este incremento
indica una regulacién al alza de los receptores GABA, y demuestra que el
sistema de transmisién GABAérgica del hipocampo se ve modificado tras
la lesion septal.

De la seccién 4.4: Estudio in vivo de los cambios inducidos por la lesion

septal en la actividad glutamatérgica hipocampal y en su modulacion por los

sistemas de inhibicion.

6.4.1.- La lesién del septo medio provoca a los dos meses una disminucion

significativa de la concentracion extracelular hipocampal de Glu, Gin y
GABA y un aumento de Tau, adenosina y acido Urico, demostrando una
modulaciéon septohipocampal de la interrelacién entre los sistemas de
inhibicién.

6.4.2.- En estas condiciones y comparado con el control, la despolarizacion

inducida por KCI 100 mM en el hipocampo no provoca ninguna diferencia
de respuesta funcional, excepto en el sistema GABAérgico donde la
intensidad de esa respuesta aparece significativamente disminuida tras la
lesion, indicando una reduccion del control colinérgico y GABAérgico
sobre ese sistema.

6.4.3.- Al bloquear el receptor Ay de la adenosina, el DPCPX aumenta los niveles

@

basales extracelulares de Glu, lo que apunta a la presencia de un control
ténico ejercido por la adenosina. Este aumento de Glu extracelular
estimula a su vez la liberacidon de GABA y adenosina. Estos resultados
evidencian la interdependencia de los sistemas excitadores e inhibidores
del hipocampo, con especial relevancia del control de la adenosina sobre
los niveles basales de Glu.

De la seccion 4.5: El incremento de receptores AMPA en el hipocampo de

ratas viejas con problemas de memoria esta asociado a una gliosis atipica
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6.5.1.- La falta de aumento de MAO B encontrada en el hipocampo de ratas
viejas con limitaciones en el dominio de tareas dependientes de la
memoria correlaciona con otros marcadores astrogliales descritos en la
literatura pero no con el aumento de receptores AMPA caracterizado en
estos mismos animales. Esto indica que el deterioro cognoscitivo asociado
a la edad podria ser debido, en parte, a una astrogliosis andémala en areas
cerebrales especificas pues ese cambio no se observé en el éréa septal.
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