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RESUMEN

La administraciéon neonatal de glutamato monosédico (GMS) en el raton, causa
neurotoxicidad en el Sistema Nervioso Central (SNC) que resulta en alteraciones
neurogimicas, endocrinas, metabdlicas y conductuales. Dentro de los sistemas
neuroquimicos afectados se encuentra la neurotransmision GABAérgica. En este
trabajo se estudio el efecto del tratamiento neonatal en el raton y la rata con el GMS
(2 mgl/g sc el 2°y 4° dia posnatal, seguida de 4 mg/g el 6° 8°y 10° dia posnatal)
sobre la susceptibilidad al efecto hipotérmico, hipnoético y letal del etanol (2-3.5 g/kg,
ip), del tiopental (75-300 mg/kg, ip) del fenobarbital (50-200 mg/kg, ip), del diazepam
(12.5-50 mg/kg, ip) y del GABA (50-500 pg/5ul, ic), cinco a seis meses después del
tratamiento con el GMS. El grupo control fue tratado solamente con el vehiculo
(solucion salina). También se estudid la susceptibilidad de los animales
neurointoxicados y en los controles a la administracion cronica de los agonistas
GABAérgicos, durante 30 dias. A otro grupo de ratones neurointoxicados con el GMS
y en los controles se les administro 2.5 g/kg, po de etanol y se determinaron las
curvas de evoluciéon temporal de las concentraciones sanguineas del alcohol por
cromatografia de gases y se calcularon los parametros farmacocinéticos. También se
determinaron por cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC) las
concentraciones cerebrales del GABA, tanto en animales neurointoxicados como en
los controles. A un grupo de ratas adultas neurointoxicadas neonatalmente con el
GMS y en un grupo control se realizo diariamente durante 30 dias un frotis vaginal
para determinar el perfil del ciclo estral. El tratamiento noeonatal con el GMS

incrementa significativamente la susceptibilidad al efecto hipotérmico, hipnético y



letal del etanol, del diazepam y del GABA bajo condiciones de administracion aguda
y crénica (administracion diaria durante 30 dias) y disminuye significativamente la
susceptibilidad a los mismos efectos del tiopental y del fenobarbital aministrados
aguda y cronicamente (durante 30 dias), comparados con la susceptibilidad del
grupo control. Hubo una disminucion significativa del peso corporal de los animales
pretratados con el GMS que oscilo entre el 30 y el 50% del peso corporal inicial, bajo
la administracion crénica de los farmacos, independientemente del agonista
GABAérgico. Las curvas de evolucion temporal de las concentraciones sanguineas
del etanol no mostraron diferencias significativas. Las concentraciones cerebrales de
GABA fueron significativamente menores en los animales neurointoxicados. El perfil
citologico vaginal de las ratas neurointoxicadas defiere significativamente del perfil
citologico vaginal del grupo control. Concluimos que la administracion de GMS a
roedores en el periodo neonatal, produce alteraciones permanentes en el SNC que
dan lugar a cambios en la susceptibilidad a los agonistas GABAérgicos en la edad
adulta y que dichas modificaciones dependen de cambios en los procesos
farmacocinéticos y farmacodinamicos inducidos por el GMS. Es importante alertar el
riesgo potencial que representa el consumo del GMS en los alimentos, sustancia que

de ser un neurotransmisor excitatorio, en altas dosis se convierte en excitotéxico.



SUMMARY
Neonatal administration of monosodium glutamate (MSG) to mice induces

neurotoxicity of the central nervous system (CNS) resulting in neurochemical,
endocrine, metabolic and behavioral abnormalities. In the neurochemical systems
affected is the GABAergic neurotransmition. In this work we studied the effect of
neonatal treatment to mice and rats with MSG (2 mg/g sc on the 2" and 4" days after
birth followed by 4 mg/g on days 6", 8" and 10"™) on the ethanol (2-3.5 g/kg, ip ),
thiopental (75-300 mg/kg, ip), phenobarbital (50-200 mg/kg, ip), diazepam (12.5-50
mg/kg, ip) and GABA (50-400 ng/5 ni, ic) induced hypothermia, hypnosis and lethality
five to six months later MSG treatment. The control group was vehicle-treated only
(saline injection). It was also studied the susceptibility of neurointoxicated animals
and controls under chronic administration conditions, during 30 days, of the
GABAergic agonists. To other groups of neurointoxicated mouse with the MSG and
the control animals were administered 2.5 g/kg, po of the ethanol and the curves of
temporary evolution of the blood concentrations of the alcohol were determined by
chromatography of gases and the pharmacokinetics parameters were calculated.
They were also measured by HPLC, the brain concentration of the GABA in
neurointoxicated and control animals. In a group of mature neurointoxicated rats and
in  control group they were carried out daily during 30 days vaginal smear to
determine the stadium of the oestrous cycle. The MSG treatment significantly
increase the susceptibility to the hypothermic, hypnotic and lethal effect of ethanol
and diazepam acutely and chronically (daily administration for 30 days) and

significantly decreased the susceptibility to the same effects of thiopental and



phenobarbital acutely and chronically administered (daily administration for 30 days),
when compared either to the control group. Was significantly loss of the corporal
weight of the MSG pretratment animals which oscillate between 30 and 50% of the
corporal initial weight, under the chronic administration of the drugs, independently of
the GABAergic agonist. The temporal evolution curves of the ethanol blood
concentrations in the MSG and control, didn't show significant differences. The
concentrations of GABA were significantly smaller in the brains of the
neurointoxicated animals. The profile vaginal citologic of the neurointoxicated rat with
MSG was significantly different to the profile that showed the rats of the control group.
We conclude that the neonatal administration of MSG to rodent, induced permanent
alterations in the CNS that give place to changes in the susceptibility to the
GABAergic agonists in the mature age and that such modifications depend on
changes in the pharmacodynamic and pharmacokinetics processes induced by the
MSG administration. Also, it is important to alert the potential risk for the human that
involves the consumption of the MSG in the foods that of being an excitatory

neurotransmitter, in high dose, becomes in excitotoxic.
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[. INTRODUCCION

El glutamato monosédico (GMS) es la sal monosadica del 4cido glutamico (GLU),
principal y mas abundante neurotransmisor excitatorio en el Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos. El acido glutdmico (GLU) es un aminoacido
dicarboxilico no esencial que forma parte de la mayoria de las proteinas, es
precursor de varias moléculas de interés bioldgico como el glutation y el acido félico
y también participa en el metabolismo intermediario (Fagg y Foster, 1983; Erecinska
y Silver, 1990; Stone, 1995). Otro aspecto particularmente importante es que el GLU
es el precursor del acido g-amino butirico (GABA), que en contraste con el GLU, es el
principal y mas abundante neurotransmisor inhibitorio en el SNC de los mamiferos
(Fagg y Foster, 1983; Erecinska y Silver, 1990; Greenamyre, 1986; Danysz y cols.,
1995). EI GMS es un polvo blanco inodoro, con intenso sabor a carne y se
presenta como prismas cristalinos rombicos que son muy solubles en agua e
insolubles en etanol. Su formula semidesarrollada es HOOC-CH(NH,)-CH,-CH,-
COONa, tiene un peso molecular de 169.1 y su contenido elemental es de C
32.09%, H 5.39%, N 7.49%, O 42.75% y Na 12.28% (Kinoshita, 1961).

El GMS se presenta en la naturaleza como la forma levogira del GLU y se puede
obtener sintéticamente por la accion del Micrococcus glutamicus sobre
carbohidratos provenientes de vegetales.

Por otra parte, existe informacion del uso milenario que tiene en la cultura China
un saborizante para diferentes tipos de alimento que se extrae de la alga marina
Laminariae japonicum y fue hasta 1910 que lkeda demostré6 que el agente

responsable de incrementar el sabor de los alimentos es el GLU. A partir de este



hecho se escalé e industrializ6 la produccién del GMS y se incrementd
notablemente su uso como aditivo alimentario para diversos productos naturales
y artificiales destinados al consumo humano (Cagan y cols., 1979; Filer, 1979).
Por otro lado, a finales de la década de los 60's se demostr6 que la
administracion de aminoéacidos dicarboxilicos como el GLU y otros agentes
estructuralmente relacionados, en dosis altas, inducen neurotoxicidad en
roedores neonatos, estos hallazgos fueron ampliamente confirmados vy
extendidos para otras especies. Al respecto se sabe que la neurotoxicidad
provocada por la administracion de GMS da lugar a alteraciones neuroquimicas,
neuroendocrinas, metabdlicas y conductuales (Lucas y Newhouse, 1957; Olney,
1969; Olney, 1972; Olney y cols., 1977; Olney vy cols., 1977; Heywood y Worden,
1979; Kizer y cols., 1978; Meister y cols., 1989; Meister, 1991; Chambille y Serviere,
1993; Mathis y Ungerer, 1992; McDonald y cols., 1993; Olney y cols., 1974; Schatzki
y cols., 1990; Winn y cols., 1991; Young y cols., 1991; Zaczek y cols., 1981; Zaczek y
Coyle, 1982).

A pesar de la abundante informacién que existe sobre la neurotoxicidad inducida
por el aminoacido excitatorio, son escasos los datos sobre las modificaciones en
la susceptibilidad que muestran los roedores neurointoxicados con el GMS a
gonistas y antagonistas cuyo blanco farmacologico son los sistemas
neuroquimicos afectados por el aminoacido excitatorio. Por lo anterior, el
presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de las modificaciones en la
susceptibilidad a los efectos de algunos agonistas GABAérgicos (utilizados en la
especie humana) en que muestran los animales neurointoxicados neonatalmente

con GMS (Kinoshita, 1961; Cagan y cols., 1979; Filer, 1979).



ll.  ANTECEDENTES

1. El GLU como neurotransmisor excitatorio

El SNC contiene altas concentraciones de algunos aminoécidos, en particular el
GLU, el aspartato (ASP) y el GABA, ampliamente distribuidos en el encéfalo y
cuya capacidad para alterar la funcion neuronal es muy potente y especifica
(Erecinska y Silver, 1990; Fagg y Foster, 1983; Greenamyre, 1986; Stone, 1995;
Danysz y cols., 1995). En términos generales los aminoacidos dicarboxilicos
como el GLU y el ASP despolarizan la membrana neuronal e inducen potenciales
postsinapticos excitatorios (PPSE), en tanto que los aminoacidos
monocarboxilicos como el GABA, la glicina y la taurina se comportan como
neurotransmisores inhibitorios, es decir hiperpolarizan la membrana neuronal e
inducen potenciales postsinapticos inhibitorios (PPSI), (Stone, 1995; Erecinska y
Silver, 1990; Fagg y Foster, 1983; Filer, 1979).

Actualmente, es un hecho plenamente establecido que el GLU es el principal y
mas abundante neurotransmisor excitatorio en el SNC de los mamiferos y se
sabe que mas del 70% de las sinapsis excitatorias utilizan como neurotransmisor
al GLU. Los antecedentes que sustentan su funcion como neurotransmisor datan
de hace ya casi medio siglo, cuando se informé que la administracion del
glutamato induce importantes efectos en el SNC (Hayashi, 1954). Posteriormente,
se demostrdo que el GLU se libera de tejido cerebral durante la transmision
singptica evocada y que existe un mecanismo de alta afinidad de captura del
GLU por la membrana presinaptica selectivamente localizada en ciertas
poblaciones neuronales (vias nerviosas glutamatérgicas). En la presinapsis dicho

GLU es almacenado en vesiculas sinapticas para ser liberado cuando tales fibras



nerviosas son estimuladas; se ha demostardo que la liberacion presinaptica del
GLU, al igual que para otros neurotransmisores, es un proceso dependiente del
calcio (Erecinska y Silver, 1990; Fagg y Foster, 1983; Greenamyre, 1986; Stone,
1995; Danysz y cols., 1995). Mas recientemente, con el desarrollo de antagonistas
selectivos de los efectos de los amino4cidos excitatorios, se han identificado los
sitios de unién del GLU en el SNC. Adicionalmente, con el empleo de métodos
electrofisioldgicos, neuroquimicos, inmunocitoquimicos 'y farmacoldgicos ha sido
posible el mapeo de las vias glutamatérgicas (Tabla 1) y, en cierta medida, la
identificacion, distribucion y caracterizacién de los diferentes tipos y subtipos de
receptores, asi como los mecanismos de transduccion de sefiales a los que se
encuentran acoplados los receptores del GLU en el SNC (Tabla Il y 1llI). Con
base en lo anterior, se considera que el GLU reulne las caracteristicas para ser
considerado genuinamente como neurotransmisor (Erecinska y Silver, 1990; Fagg

y Foster, 1983; Greenamyre, 1986; Stone, 1995; Danysz y cols., 1995).

A. Aspectos neurofisiolégicos.

Como ya se mencion0, el GLU es el principal y mas abundante neurotransmisor
excitatorio en el SNC de los mamiferos y participa normalmente en la mayoria de las
sinapsis excitatorias para la neurotransmision rapida, en diversas é&reas del SNC
(Curtis y Watkins, 1960; Collingridge y Lester, 1989; Nicoletti y cols., 1996).

La neurotransmision glutamatérgica se encuentra involucrada de manera
sobresaliente en la plasticidad neuronal como la Potenciacion a Largo Plazo (LTP),
fendbmeno que resulta de la estimulacion de alta frecuencia y que da lugar a una

mayor eficiencia sinaptica, dicho evento est4 muy relacionado con el proceso del



TABLA |. Principales vias glutamatérgicas mejor caracterizadas desde el punto de
vista neuroanatémico, neurofisiolégico, neuroquimico y farmacolégico (adaptado de

Stone, 1995).

ORIGEN BLANCO
Neocorteza de asociacion y comisural
Neocorteza caudado-putamen; sustancia nigra;

nucleo pontino; médula espinal

Corteza entorrinal

Fascia dentata

Fascia dentata

CA4 de hipocampo
CAS3 de hipocampo

Hipocampo (CA3)

CAL1 de hipocampo incluyendo colateral de Schaffer
Nucleos laterales del deptum

Cerebelo (cél. granulares)

Corteza de cerebelo, estrato molecular

Nucleo pontino

Fibras musgosas de cerebelo

Oliva inferior

Fibras trepadoras de cerebelo

Fotorreceptores de retina

Células bipolares de la retina

Células bipolares de la
retina

Células amacrinas y ganglionares de la retina

Células ganglionares de la
retina

Coliculo superior

Fibras nerviosas cocleares

Nucleo coclear

Fibras aferentes primarias
espinales

Médula espinal, nucleo gracilis y cuneado




aprendizaje y la consolidacion de la memoria (Maren y cols., 1993; Bliss y
Collingridge, 1993; Riedel y Reyman, 1993; Smirnova y cols., 1993; Staubli y cols.,
1994; McGaugh e lzquierdo, 2000; Park y cols., 2000). Este proceso de plasticidad
neuronal que fue descrito inicialmente a nivel de hipocampo, se ha extendido a otras
regiones del SNC (Brown y cols., 1988; Collingridge y Singer, 1990; Bortolotto y
Collingridge, 1993; Arai y Lynch, 1992; Bashir y cols., 1993). Es importante sefialar
gue el GLU también esté relacionado con el tipo opuesto de plasticidad neuronal: la
Depresion a Largo Plazo (LTD). La informacion disponible indica que lo que
determina la presentacion de la LTP o la LTD, depende del tipo de receptor, de su
localizacion, de la frecuencia y patron de estimulacion del receptor sinaptico; la
neurotransmision glutamatérgica también esta involucrada en los procesos de la
vision (Nakajima y cols., 1993; Kim y cols., 2000), de la audicién, de la nocicepcion
aguda y en el dolor crénico relacionado con procesos inflamatorios (Chizh y cols.,
2001; Obrenovitch, 2001; Dray y cols., 1994; Yaksh, 2002). También hay evidencia
de su participacion en el desarrollo de la dependencia o en la expresion del sindrome
de abstinencia a algunos psicofarmacos como los opioides (Zhu y Barr, 2001;
Howard y cols., 2001), asi como en los efectos agudos y cronicos del etanol,
incluyendo el sindrome de carencia (Cummins y cols., 1990; Tsai y cols., 1995; Nie y
cols., 1993; Hoffman y cols., 1989; Peoples y Tabakoff, 1994; Rassnick y cols., 1992).
Este aminoacido excitatorio es el precursor del acido gaminobutirico (GABA),
principal neurotransmisor inhibitorio en mamiferos y se acepta que, en gran medida,
la homeostasis de la excitabilidad neuronal depende del equilibrio entre la
neurotransmision glutamatérgica y la neurotransmision GABAérgica (Filer, 1979;

Fagg y Foster, 1983; Erecinska y Silver, 1990).



Las diversas vias que utilizan al GLU como neurotransmisor en el SNC se han
caracterizado mediante técnicas electrofisiolégicas, inmunocitoquimicas Yy
farmacoldgicas. A continuaciobn se resumen las vias glutamatérgicas mejor
caracterizadas (Stone, 1995; Fagg y Foster, 1983; Erecinska y Silver, 1990; Vincent y
cols., 1991):

1. Vias que emergen de la corteza frontal hasta regiones cerebrales ricas en
dopamina como el cuerpo estriado, el tubérculo olfatorio, el nacleo acumbens y la
sustancia nigra.

2. Vias que van de la corteza sensorial y motora al ndcleo rojo, nicleo pontino,
nucleo cuneado y a la médula espinal; vias que van de la corteza entorrinal, piriforme
y medio frontal a la amigdala.

3. Vias de la corteza piriforme al talamo, de corteza visual al nucleo geniculado
lateral y al coliculo superior.

4. Vias que van desde la corteza entorrinal al giro dentado del hipocampo.

5. Proyecciones de las células piramidales de hipocampo al septo lateral y desde el
hipocampo y subiculo al nicleo acumbens, hipotalamo mediobasal y a los cuerpos
mamilares.

6. En el cerebelo, se sabe que el GLU es liberado por las células granulares y el
aspartato desde las células trepadoras. A nivel de hipocampo se sabe que el GLU es
el neurotransmisor de las fibras colaterales de Schaffery las fibras comisurales.

7. La neurotransmision glutamatérgica se ha caracterizado en varias vias sensoriales
como en los nervios auditivos que terminan en el nucleo coclear, en las fibras de la
corteza olfatoria lateral, en la retina y en las fibras aferentes primarias que terminan

en la médula espinal.



B. Aspectos neuroquimicos

Se sabe que tanto los efectos inducidos por la neurotransmision normal como bajo
condiciones de excitotoxicidad, son mediados por receptores especificos para el
GLU. Asi se han identificado receptores para agonistas del GLU como el N-metil-D-
aspartato (NMDA), el acido kainico (KA), el &cido alfa-amino-2,3-dihidro-5-metil-3-
oxo-4-isoxazol propidnico (AMPA) y el L-AP4, lo que ha permitido clasificar a estos
sitios de unidn en receptores ionotropicos (NMDA y no NMDA) vy, en receptores
metabotropicos los que se encuentran acoplados a proteinas G como mecanismo de
transduccion de sefiales (Collingridge y Singer, 1990; Olney, 1989; Mody y
McDonald, 1995; Greenamyre, 1986; Danysz y cols., 1995; Schoepp y Conn, 1993;
Koroshetz y Moskowitz, 1996; Wisden y Seeburg, 1993; Dingledine y cols., 1999;
Alexander y cols., 2001).

A la fecha se han identificado y caracterizado desde el punto de vista farmacolégico,
electrofisiolégico y molecular, dos tipos de receptores acoplados a canales iGnicos
dependientes de ligando (receptores ionotrépicos), los de tipo NMDA, cuyo agonista
prototipo es el N-metil-D-aspartato y los de tipo NONMDA, entre los que figuran los
receptores para AMPA y kainato (Tabla Il). Este tipo de receptores tienen en comun,
desde el punto de vista molecular, el poseer varias subunidades transmembranales
y estar acoplados a canales idnicos que incrementan la conductancia a cationes
como el K', el Na" y el Ca™. En el caso del receptor de tipo NMDA, su actividad es
modulada por las poliaminas (espermina y espermidina) y la glicina que actia como
coagonista y se fija a un sitio especifico. El receptor-canal NMDA es bloqueado por el
Mg y por otros antagonistas no competitivos como la ketamina, la fenciclidina, el

dextrometorfan, la memantina y por el MK-801 cuyo nombre genérico es dizolcipina



(Bachurin y cols., 2001).

Como se puede apreciar en la Tabla Ill, a la fecha se han caracterizado ocho
subtipos de receptores metabotropicos (MmGIuR; al mGIuRg), cuya caracteristica
molecular comin es la de poseer siete dominios transmembranales y emplear como
mecanismo de transduccion de sefiales a la superfamilia de proteinas reguladoras de
nucledtidos de guanina (Proteinas G). Algunos receptores metabotropicos se
encuentran acoplados de manera inhibitoria a través de Gi/o al efector adenil ciclasa
(mGIuR;, MGIuR;, MGIuR,, MGIuRes, MGIUR; y el MGIuRg), lo que da lugar a una
reduccion en la sintesis del 3’,5-adenosinmonofosfato ciclico (AMPc); en tanto que
otros receptores metabotropicos (mGlugluR; y mGluRs) a través de Gg/ll se
encuentran acoplados a la Fosfolipasa C, cuya activacion induce un incremento en
las concentraciones intracelulares de segundos mensajeros como el 1,4,5-trifosfato
de inositol (IPs) y el Diacilglicerol (Barnes y Henley, 1992; Collingridge y Lester, 1989;
Okamoto y cols., 1994; Prezeau y cols., 1994; Tanabe y cols., 1993; Winder y cols.,
1993; Dingledine y cols., 1999; De Blasi y cols., 2001; Devy cols., 2001; Alexander y
cols., 2001).

En algunos casos, como en las células de la retina, se ha descrito que la activacion
del mGIuRs, incrementa las concentraciones del AMPc (Winder y cols., 1993).

Es importante sefialar que recientemente se han descrito diversos subtipos e
isoformas adicionales de receptores glutamatéricos con propiedades fisiolégicas y
farmacoldgicas diferentes, los que incluso han sido clonados; asi mismo se han
desarrollado numerosos agonistas y antagonistas selectivos para los diferentes tipos
y subtipos de receptores (Tabla Il, 1l y IV), algunos de ellos con alto potencial

terapéutico y que se encuentran en diferentes fases de investigacion preclinica y



clinica (Watkins y cols., 1990; Willetts y cols., 1990; Iversen, 1994; Golzan y Ben-Ari,
1995; Koroshets y Moskowitz, 1996; Nicoletti y cols., 1996; Piomelli y cols., 2000;
Stone y cols., 1981; Danysz y cols., 1995; Masu y cols., 2001; Bachurin y cols., 2001;
Chizh y cols., 2001 ).

Un aspecto que ha llamado recientemente la atencién es que la existencia de
receptores al GLU no se restringe al SNC, ya que se ha demostrado la presencia de
tales receptores a nivel periférico en numerosos 6rganos como: el corazon, los
pulmones, el higado, los rifiones, los testiculos, el timo, las glandulas adrenales vy,
sobre todo, en tejido no neural como los queratinocitos, los melanocitos, los
osteoblastos y osteoclastos, los megacariocitos y las plaquetas (Dingledine y Conn,
2000; Gill y cals., 2000; Sinsky y Donnerer, 1998; Skerry y Genever, 2001; Morhenn y

cols., 1994; Moroni y cols., 1986) .

C. Aspectos neuropatolégicos.

A pesar de su funcion normal como neurotransmisor excitatorio, se sabe que la
administracion exégena del GLU o del GMS y otros agonistas, inducen
neurotoxicidad en varias especies animales (Lucas y Newhouse, 1957; Olney, 1969;
Olney, 1972; Olney y cols., 1977; Olney y cols., 1979; Olney y cols., 1980; Heywood
y Worden, 1979; Kizer y cols., 1978; Ben-Ari, 1980; Meister y cols., 1989; Meister,
1991; Chambille y Serviere, 1993; Mathis y Ungerer, 1992; McDonald y cols., 1993;
Olney y cols., 1974; Schatzki y cols., 1990; Winn y cols., 1991; Young y cols.,1991;
Zaczek y cols., 1981; Zaczek y Coyle, 1982; Friedman y cols., 1994).

También, la alteracion en la neurotransmision glutamatérgica se ha relacionado con



TABLA II. Clasificacién de los receptores ionotrdpicos al glutamato. Se indican los
agonistas y antagonistas selectivos, los bloqueadores de los canales y los
radioligandos que han servido para la caracterizacion de los receptores. También se
indican los efectores y se da informacién sobre la estructura molecular (Alexander y

cols., 2001)
Nomenclatura NMDA AMPA Kainato
Glutamato Glicina
Agonista selectivo N Kainato, acido do-
NMDA Glicina AMPA moico, ATPA
L-aspartato D-serina (S)-5-fluorowilla- | LY339434

D,L(tetrazol-5-il)glicina

rdina

(S)-5-iodowillardin
(2S,4R)-4-metil glu
tamato

Antagonista selectivo D-AP5 5,7-iclorokinurenato NBQX
CGS19755 MNQX LY293558
CGP37849 L689560 GYK153655 (no LY294486
LY233053 Competitivo)

ATPO

Blogueador del canal M3~ Poliaminas o
Dizocilpina(MK801) intracelulares, Poliaminas
Ketamina _ Argiotoxina y intrace-
Fenciclidina Jorotoxina. lulares

Radioligando [*H]CPP, [*H]Glicina [*H]Kainato
[*H]JCGS19755 [°H]L689560 [*H]JAMPA [*H](2S,4R)-4-me-
[*H]JCGP39653 [*HJMDL10551 |[*H]CNQX til glutamato
[*H]dizocilpina

Efector Int. Na" / K"/ Mg™ Int. Na'/K*/Ca™ |Int. Na'/K'/Ca"™

Informacién estructural

Ensamblaje de subunidades
hetero-oligoméricas.

Los sitios de union para el Gluta-
mato y para la Glicina se encuen
tran en las subunidades NR2 y
NR1, respectivamente.

Ensamblaje de
cuatro (GIuR1-4)
subunidades
homo o hetero-
oligoméricas.

Ensamblaje de va-
rias subunidades
homo o hetero-
oligoméricas
(GluR5-7, KAl 0
KA2)







TABLA IV. Farmacos que afectan el sistema glutamatérgico desarrollados o en fase
de desarrollo (adaptada de Danysz y cols., 1995).

FARMACO ACCION APLICACION FASE
Amantadina Blogueador NMDA Antiparkinsoniano Mercado
Budipina Blogueador NMDA Antiparkinsoniano Clinica lll
Carvedilol Blogueador NMDA Neuroprotector Mercado
Felbamato Blogueador NMDA Antiepiléptico Mercado
Flupirtina Blogueador NMDA Analgésico, antiepiléptico Mercado
Memantina Blogueador NMDA Demencia y espasticidad Mercado
Cerestat Blogqueador NMDA Trauma, ataque apopléjico (AA) Clinica ll
Remacemida Blogueador NMDA Antiepiléptico, Huntington, AA Clinica ll
ADCI Blogueador NMDA Antiepiléptico Preclinica
Araxin Blogueador NMDA Neuroprotector Preclinica
BI-1I-277CL Blogueador NMDA Ataque apopléjico (AA) Preclinica
ES-242s Blogqueador NMDA Neuroprotector Preclinica
FR-115427 Blogqueador NMDA Neuroprotector Preclinica
WIN-83480-2 Blogqueador NMDA Ataque apopléjico (AA) Preclinica
Selfotel Competitivo NMDA Ataque apopléjico (AA) Clinica lll
SDZ-EAA-494 | Competitivo NMDA Antiepiléptico Clinica Il
AY-12316 Competitivo NMDA Neuroprotector Preclinica
LY-274614 Competitivo NMDA Antiepiléptico Preclinica
MDL-100453 Competitivo NMDA Antiepiléptico, neuroprotector Preclinica
N7 Competitivo NMDA Neuropatia Preclinica
NPC-17742 Competitivo NMDA Antiepiléptico, neuropatia, AA Preclinica
D-cicloserina Agonista glicina Demencia Clinica ll
ACEA-1011 Antagonista glicina Analgésia. AA Preclinica
ACPC Agonista glicina Ataque apopléjico Clinica |
7Cl-iokinurénico | Antagonista glicina Neuroprotector Preclinica
4Cl-iokinurénico | Antagonista glicina Huntington Preclinica
L-701,253 Antagonista glicina Antiepiléptico Preclinica
L-701,324 Antagonista glicina Antipsicético, analgésuco Preclinica
M-241249 Antagonista glicina Ataque apopléjico Preclinica
MDL-102288 Antagonista glicina Neuroprotector, ansiolitico Preclinica
GVsS-111 Modulador NMDA Aumento cognicién Preclinica
Eliprodil Antagon poliaminas Neuroprotector Clinica ll/llI
LY-215490 Antagonista AMPA Antiepiléptico Clinica |
YM-900/YM9OOK | Antagonista AMPA Ataque apopléjico Clinica |
NBQX Antagonista AMPA Trauma Preclinica
NS-377 Antagonista AMPA Neuroprotector, demencia Preclinica
SYM-2101 Agonista AMPA Antiepiléptico. Tague apopléjico Preclinica
AMPAKines Modulador+ AMPA Demencia Clinica |
IDRA-21 Modulador+ AMPA Demencia Preclinica
Lamotrigina Inhibe liberac. GLU Antiepiléptico Mercado
Riluzole Antagonista GLU ? Demencia, antiepiléptico, Clinica Il/lll
Ipenoxazona Antagonista GLU ? Demencia, antiespasmaédico Clinica ll
BW-619C89 Inhibe liberac. GLU Ataque apopléjico Clinica ll




varias neuropatologias agudas como la isquemia cerebral, el trauma con hipoxia, el
choque hipoglucémico, el efecto de algunos neurotdxicos exdgenos, condiciones
patoldgicas que se han correlacionado con la liberaciéon presinptica excesiva del
GLU (Phillis y Walter, 1989; Zeevalk y Nicklas, 1990; Iversen y cols., 1994) o con la
menor recaptura presinaptica del GLU que, de comportarse como un aminoacido
excitatorio, se convierte en un neurotransmisor excitotoxico que da lugar a la muerte
neuronal (Greenamyre, 1986; Meldrum y Garthwaite, 1990; Meldrum, 1995; Zivin y
Choi, 1991; Bullock y cols., 1995; Mody y McDonald, 1995). La disfuncion de la
neurotransmision glutamatérgica también se relaciona con varias neuropatologias
como la ansiedad, la epilepsia (Greenamyre, 1986; Dingledine y cols., 1990; Olney,
1990; Shin y cols., 1992; Lahtinen y cols., 1993; Danysz y cols., 1995; Meldrum,
1995; Dalby y Thomsen, 1996; McNamara, 1992 y 1993; Avoli, 1991), la enfermedad
de Alzheimer (Greenamyre, 1986; Bowen, 1990; Danysz y cols., 1995; Lawlor y y
Davis, 1992; Greenamyre y cols, 1988; Hyman y cols., 1994), la esquizofrenia y la
enfermedad de Parkinson (Carlsson y Carlsson, 1990) y la corea de Huntington
(Nicoletti y cols., 1996; Olney, 1989). De hecho, la administracion exdgena de
agonistas glutamatérgicos como el acido kainico que induce lesiones en las
neuronas del cuerpo estriado, constituye un modelo experimental de la Corea de
Huntington (Coyle y Schwarcz, 1976). La alteracion en la neurotransmision
glutamatérgica, también esta relacionada con enfermedades degenerativas de
motoneuronas, como la esclerosis amiotréfica lateral y el neurolatirismo (Appel,
1993; Ammar y Nigel, 2000; Lorene y cols., 2000). Por la alta incidencia y la

importancia que revisten estas patologias, se han realizado numerosos esfuerzos



para el desarrollo de nuevos farmacos como neuroprotectores, ansioliticos,
analgésicos, antiparkinsonianos, para el tratamiento de la demencia y la epilepsia,
considerando como blanco farmacolégico la neurotransmision glutamatérgica, ya sea
a nivel de la liberacion del GLU o con el empleo de agonistas y antagonistas
(TABLAS I, 1l y IV) de los diferentes tipos de receptores (Marini y cols., 2001;

Iversen, 1994; Nicoletti y cols., 1996; Piomelli y cols., 2000; Danysz y cols., 1995).

2. Mecanismos de la neurotoxicidad con el GMS.

En la etapa neonatal la neurotoxicidad inducida por la administracion exdgena del
GMS y de otros agonistas como el acido kainico, el &cido iboténico, el acido
quiscualico o el N-metil-D-aspartato (NMDA) se caracteriza por un prominente edema
del soma neuronal y de las dendritas, dilatacion del reticulo endoplasmico, ruptura de
la citoarquitectura acompafiada con deplecion de fosfatos de alta energia como el
ATP y necrosis neuronal (Olney y cols., 1974; Kizer y cols., 1978; Schawarcz y cols.,
1978; Zaczek y Coyle, 1982; Novelli y cols., 1988; Retz y Coyle, 1982; Coyle, 1983;
Winny cols., 1991; Young y cols., 1991). Los axones y elementos no neurales no son
afectados. El efecto neurotéxico del GMS, el cual culmina con la muerte neuronal, se
atribuye al efecto excitatorio mediado por sus receptores especificos, cuya
concentracion incrementada en la vecindad neuronal crea un estado de continua
despolarizacion con un incremento sostenido de la permeabilidad membranal, un
influjo pasivo de agua y un notable incremento de las concentraciones de Ca™
intracelular, lo que da lugar a la excitotoxicidad y a la muerte neuronal (Mody y
McDonald, 1995; Rothman, 1992; Danysz y cols., 1995; Greenamyre, 1986; Meldrum,

1995). Adicionalmente, existe evidencia de que en la neurotoxicidad provocada por



los aminoé&cidos excitatorios, el estrés oxidativo desencadenado por la activacion de
los receptores especificos que generan especies reactivas de oxigeno contribuyen al
efecto citolitico (Bondy y Lee, 1993; Cazevieille y cols., 1993; Dawson y cols., 1991 y
1993; Kiendrowsk y cols., 1992; Lafon-Cazal y cols., 1993).

La neurotoxicidad inducida por el GMS fue demostrada inicialmente en el pollo y en
el ratén, este fendmeno se ha confirmado ampliamente en otras especies animales
como la rata, el hamster, el cobayo, el conejo, el perro y en el mono (Heywood y
Worden, 1979; Filer, 1979). Ademéas, se ha demostrado en diversos modelos
experimentales in vitro (Golzan y Ben-Ari, 1995; Porter y Roberts, 1993; Ishida y
cols., 1993; Pauwels y Leysen, 1992; Matyja y Albretch, 1993; Bawin y cols., 1993;
Dawson y cols., 1991 y 1993; Jacquin y cols., 1988).

La neurotoxicidad inducida en el periodo neonatal por la administracion del GMS se
ha caracterizado plenamente desde el punto de vista morfolégico, neuroquimico,
endocrino y metabdlico y, en menor grado, desde el punto de vista conductual.
Dentro de las regiones cerebrales afectadas por la neurotoxicidad, se puede sefialar
a la eminencia media del hipotdlamo, al nucleo arqueado del hipotalamo, el area
postrema (Burden y cols., 1974; Jennes y cols., 1984; Katz, 1983; Krieger y Kizer,
1979; Meister y cols., 1989; Meister, 1991; Heywood y Worden, 1979; Olney, 1972;
Olney, 1977; Fernstrom y Goldsmith, 1998; Miskowiak y cols., 1999; Morris y cols.,
1998; Park y cols., 2000; Pelaez y cols., 1999; Tang-Christensen y cols., 1999;
Nakagawa y cols., 2000), el érgano subfornical, el giro dentado, el coliculo superior y
diversas regiones de hipocampo y la retina (Lucas y Newhouse, 1957; Chambille y
Serviere, 1993; Zeevalk y Nicklas, 1990; Kim y cols., 2000; Pauwels y Leysen, 1992;

Bawin y cols., 1993; Kubo y cols., 1993; Mody y McDonald, 1995; Danysz y cols.,



1995; Ali y cols., 2000).

Las alteraciones endocrinas relacionadas con la neurotoxicidad provocada por el
GMS incluyen modificaciones en la sintesis o liberacion de varias hormonas como la
adrenocorticotrépica (ACTH), la hormona del crecimiento, la estimulante del tiroides,
la luteinizante, la estimulante del foliculo y la insulina ( Pelaez y cols., 1999; Jennes y
cols., 1984, Scallet y Olney, 1986; Sterman y cols., 1988; Abe y cols., 1990; Antoni y
cols., 1982; Balbo y cols., 2000; Meister y cols., 1989; Chambille y Serviere, 1993;
Meister, 1991; Kubo y cols., 1993; Martinkova y cols., 2000; Miskowiak y cols., 1999;
Mistlberger y Antle, 1999; Ali y cols., 2000; Iwase y cols., 1998; Stricker-Krongrad y
cols., 1998; Tadokoro y cols., 1974; Tang-Christensen y cols., 1999; Tang-
Christensen y cols., 1998; Tokarev y Jezova, 2000; Tokuyama y Himms-Hagen,
1986; Zelena y cols., 1998; Zhang y cols., 1988; Dolnikoff y cols., 2001); Fernstrom y
Goldsmith, 1998; Iwase y cols., 1998). La serie de alteraciones endocrinas se
manifiestan como hipotiroidismo, hipogonadismo y esterilidad; las alteraciones
metabolicas dan lugar a la obesidad, disminucion del crecimiento, alteraciones de la
termorregulacién, incremento de las concentraciones de triglicéridos; también
ocurren modificaciones de conductas de aprendizaje, de la ingesta de agua y de
alimento, de la actividad locomotora, de la conducta sexual y alteracién de algunos
ritmos circadianos.

Respecto a las alteraciones que se producen en diversos sistemas
neurotransmisores en algunas regiones cerebrales, destacan las que ocurren en la
actividad de enzimas limitantes de la biosintesis, en la concentracion de los
neurotransmisores y en las enzimas que los metabolizan como la

colinaacetiltransferasa y la acetilcolinesterasa en el caso de la acetilcolina; la



hidroxilasa de tirosina y la monoaminooxidasa en el caso de las catecolaminas
(Walas y Fonum, 1978; Jennes y cols., 1984; Frieder y Grimm, 1987; Pittaluga y
Raitieri, 1992; Balbo y cols., 2000; Nakagawa y cols., 2000) o en la descarboxilasa
del acido glutamico en el caso del GABA (Walas y Fonum, 1978; Jennes y cols.,
1984; Di Giorgio y cols., 1985; Beas y cols., 1998). También se producen
alteraciones en el sistema opiopeptidérgico en el nucleo arqueado del hipotalamo
(Krieger y Kizer, 1979; Meister y cols., 1989; Romagnano, 1982; Bodnar y cols.,
1985y 1986; Katz, 1983) y en otros neuropéptidos (Abe y cols., 1990; Meister y cols.,
1989; Jennes y cols., 1984; Morris y cols., 1998). Relacionado con lo anterior, se han
descrito alteraciones en el nimero de receptores para hormonas, para algunos
neurotransmisores como el GABA, la dopamina (DA), el propio GLU, el KA y para
péptidos opioides en los cerebros de animales neurointoxicados con el aminoacido
excitatorio (Fernstrom y Goldsmith, 1998; Walas y Fonum, 1978; Kovacs y cols.,
2000; Young y cols., 1983; Hikiji y cols., 1993).

Adicionalmente, el hecho de que existan receptores periféricos al GLU, sugiere que
tales macromoléculas periféricas sean blanco vulnerable a los efectos excitatorios y
excitotoxicos del GMS.

En relacion a la susceptibilidad que muestran los animales neurointoxicados con el
GMS, se sabe que éstos son menos susceptibles al pentobarbital (Gémez y cols.,
1991) y méas susceptibles a las convulsiones inducidas por la estimulacion eléctrica
(Campos y cols.,, 1991; Wong y cols., 1993), asi como a las provocadas
quimicamente con el metrazol (Campos y cols., 1994) y por el propio glutamato
(Vargas, 1996). También las ratas neurointoxicadas muestran patrones de actividad

eléctrica cerebral diferente cuando se estimula el hipocampo (Castellanos y cols.,



1994 y 1998). Se sabe, ademas, que los ratones neurointoxicados son mas
vulnerables al “kindling” quimico inducido por el metrazol (Campos y cols., 1994,
Castellanos y cols., 1998; Mori y cols., 1989; Schroder y cols., 1993). Asimismo,
existe evidencia de que el musculo liso intestinal proveniente de animales tratados
neonatalmente con el GMS muestra alteraciones en la reactividad para algunos
agonistas (Sukhanov y cols., 1999) e insulina (Macho y cols., 2000).

3. Farmacos depresores del SNC y neurotransmision glutamatérgica y
GABAérgica.

Los farmacos contemplados en el presente estudio (etanol, tiopental,
fenobarbital, diazepam y GABA) pertenecen a distintos grupos quimicos (excepto
los barbitaricos fenobarbital y el tiopental) y tienen caracteristicas
farmacocinéticas diferentes; sin  embargo, en términos generales tienen en
comun el mecanismo de accion, interactian con el complejo macromolecular
GABA,-receptor-canal de cloro constituido por cinco subunidades (al, b2 y @?),
incrementan la conductancia al cloro e induce la hiperpolarizacion neuronal,
dando lugar a un potencial posinaptico inhibitorio (PPSI) que se manifiesta como
un efecto depresor del SNC. Dicho mecanismo de accion explica los efectos
ansiolitico, sedantes-hipnéticos y anticonvulsivantes de este tipo de farmacos, asi
como algunos de los efectos colaterales que limitan en cierta medida su utilidad
terapéutica (Goodman y cols., 2000; Trevor y Way, 2001).

En el caso del etanol, por mucho tiempo se considerd que sus efectos se ejercian
a través de un mecanismo totalmente inespecifico. Al igual que otros depresores
del SNC como los barbitdricos y los anestésicos generales, se proponia que,

como resultado del coeficiente de particion lipido/agua alto, estos se disolvian y



fluidificaban o estabilizaban las membranas celulares e interferian con la funcion
normal de los canales i6nicos modificando la excitabilidad celular. Actualmente se
acepta que, aun cuando no se ha identificado un receptor especifico para el
etanol, éste modifica la funcién de los canales i6nicos dependientes de ligando,
activados tanto por aminoécidos excitatorios como el GLU, como por amino&cidos
inhibitorios como el GABA. En este sentido se sabe que el etanol, al igual que los
neuroesteroides y algunos anestésicos generales, incrementa la inhibicién
sinaptica mediada por el GABA a través de un sitio modulador del receptor al
GABA, e incrementa la conductancia al cloro (Nestoros, 1980; Ticku y Kulkarni,
1988; Korpi, 1994; Hevers y Luddens, 1998; Kricka y Clark, 1979; Goodman y
cols., 2000). Desde el punto de vista farmacolégico, los hechos que sustentan lo
anterior es que otros agonistas GABAérgicos sinergizan los efectos del etanol y
que los antagonistas del receptor GABA, como la bicuculina inhiben el
incremento de la conductancia al cloro e inhiben los efectos sedantes y ataxicos
inducidos por el etanol. También existe evidencia de la participacion de la
neurotransmision GABAérgica en el desarrollo de la tolerancia y de la
dependencia fisica al etanol.

Respecto a las acciones del alcohol etilico sobre la neurotransmision
glutamatérgica, se sabe que la administracion aguda del etanol interfiere con la
actividad glutamatérgica al inhibir la actividad del receptor NMDA del GLU; en
tanto que bajo el consumo crénico del alcohol, se produce una persistente
inhibicién del receptor NMDA lo que da lugar al desarrollo de supersensibilidad
gue se manifiesta cuando se suspende el consumo del etanol. En este sentido los

efectos neurobiolégicos del alcoholismo, como la intoxicacion, las



manifestaciones del sindrome de abstinencia, el delirium tremens, el sindrome de
Wernicke-Korsakoff y el sindrome alcohdlico fetal, parece explicarse por las
acciones del etanol sobre la neurotransmision glutamatérgica (Hoffman vy
Tabakoff, 1994; Peoples y Tabakoff, 1994; Tsai y cols., 1995; Cummins y cols.,
1990; Hoffman y cols., 1989; Nie y cols., 1993; Rassnick y cols., 1992; Goodman
y cols., 2000; Trevor y Way, 2001; Alexander y cols., 2001).

En el caso de los barbitaricos como el fenobarbital, el pentobarbital y el tiopental
podemos sefialar que su mecanismo de accién también implica un incremento de
la inhibicion sindptica mediada por el GABA.. Al respecto se sabe que los
barbitiricos se unen a un sitio alostérico del receptor, lo que induce una
facilitacion GABAérgica inhibitoria. Los barbitiricos aumentan la duracion de la
apertura de los canales operados por el GABA y a concentraciones mas altas
activan directamente al canal de cloro. Este tipo de farmacos también interfieren
con la accién de los aminoacidos excitatorios como el GLU; diferencialmente, el
pentobarbital ejerce un efecto facilitador GABAérgico méas eficaz que el
fenobarbital y también inhibe los canales de Ca™ operados por voltaje con una
potencia mayor que el fenobarbital; el bloqueo de los canales de Ca™, disminuye
la entrada del ion a las terminaciones nerviosas presinapticas y la inhibicion de la
liberacién de neurotransmisores como el GLU, con la subsecuente reduccién de
la transmisién excitatoria. Estas acciones de los barbittricos explican el mayor
efecto depresor sobre el SNC y el menor margen de seguridad en relacién con
las benzodiazepinas (Twyman y cols., 1989; Ffrench-Mullen y cols., 1993; Lesser
y cols., 1999; Goodman y cols., 2000; Trevor y Way, 2001; Alexander y cols.,

2001).



El mecanismo de accion de las benzodiazepinas, a diferencia del etanol y de los
barbitaricos, implica su interaccion con un sitio de union especifico al receptor del
GABA (heterooligébmero de cinco subunidades). Se sabe que se requiere de las
subunidades a y g para la unién de las benzodiazepinas. Mediante la clonacion
molecular y con el estudio de los receptores recombinantes se ha demostrado
que el receptor a las benzodiazepinas es una parte integral del receptor al GABA.
El resultado de la union al receptor GABA,, es un incremento en la facilitacion
GABAérgica en la conductancia al cloro. El efecto neto se debe a un incremento
de la frecuencia de la descarga de apertura de los canales de cloro, activados
por el GABA (Twyman y cols.,1989; Taukulis y Brake, 1986; Zorumsky e
Isenberg, 1991; Woods y cols., 1992). Cabe sefalar que existe otro tipo de
receptor al GABA, el receptor GABAg, que en contraste con el receptor el GABA,,
funcionalmente es un receptor metabotropico acoplado a las proteinas G y
constituido molecularmente de siete dominios transmembranales y cuyos
agonistas son diferentes a las benzodiazepinas y a los barbitaricos (Bormann,
2000); mas recientemente se ha descrito un receptor GABAc con caracteristicas

moleculares y funcionales diferentes (Bormann, 2000; Zhang y cols., 2001).

. JUSTIFICACION

Existe evidencia que sefala que en la etapa neonatal de varias especies animales, la
neurotoxicidad inducida por el GMS, se manifiesta como alteraciones neuroquimicas,
neuroendocrinas, metabdlicas y conductuales; sin embargo, hay poca informacion de
los cambios en la susceptibilidad que muestran los animales neurointoxicados con el

aminoacido excitatorio, a farmacos que se sabe ejercen sus efectos a través de la



interaccion con los sistemas neurotransmisores afectados por la neurotoxicidad.
Ademas, es importante destacar que el GMS posee propiedades Unicas como
saborizante y que este producto se adiciona intencionalmente a diversos productos
destinados al consumo humano (aditivo alimentario), lo que le otorga al estudio,

aparte del enfoque mecanicista, un enfoque eminentemente farmacotoxicolégico.

IV. HIPOTESIS.

Si en el periodo neonatal de los roedores la neurotoxicidad inducida por el GMS
provoca alteraciones permanentes en la neurotransmision GABAérgica, se espera
que existan modificaciones en la susceptibilidad a los farmacos que ejercen sus

efectos a través de la interaccion con los sistemas GABAérgicos.

V. OBJETIVO GENERAL.
Determinar los cambios en la susceptibilidad de los ratones adultos neurointoxicados
en la etapa neonatal con el GMS a algunos agonistas GABAérgicos, como: el etanol,

el tiopental, el fenobarbital, el diazepamy al GABA.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inducir neurotoxicidad en roedores (rata y ratén) con la administracion subcutanea
del GMS en el periodo neonatal.

2. Determinar si los animales intoxicados con GMS, en la etapa neonatal, muestran,
en la edad adulta, cambios en la susceptibilidad al efecto depresor, hipotérmico y
letal a algunos agonistas GABAérgicos (etanol, tiopental, fenobarbital, diazepam vy el

GABA) en la edad adulta, bajo condiciones de administracion aguda.



3. Estudiar si los ratones neurointoxicados con GMS, en la etapa neonatal, muestran
modificaciones en la susceptibilidad a los efectos depresor, hipotérmico y letal de los
agonistas GABAérgicos sefialados, bajo condiciones de administracion cronica
(durante 30 dias), asi como estudiar su influencia sobre el consumo de agua y
alimento y sobre el peso corporal.

4. Determinar si la expectativa de vida de los ratones neurointoxicados con el GMS
se modifica.

5. Estudiar el perfil citolégico vaginal durante 30 dias de ratas adultas
neurointoxicadas neonatalmente con GMS.

6. Determinar si existen modificaciones en las concentraciones cerebrales de GABA
en los animales neurointoxicados respecto a los controles..

7. Determinar si existen diferencias en las curvas de la evolucion temporal de las
concentraciones sanguineas del etanol en el raton neurointoxicado con el GMS,
respecto al control.

9. Inferir, con base en los resultados, si los cambios en la susceptibilidad a los
farmacos estudiados estan relacionados con modificaciones en los procesos

farmacocinéticos y farmacodindmicos inducidos por el neurotdxico.

VIl. MATERIAL Y METODOS

1. Animales

Los experimentos del presente estudio se realizaron con ratones de la cepa CFW
obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM y clinicamente sanos.
Los animales se aparearon en jaulas de acrilico (16 cm de ancho x 20 cm de largo x

15 cm de alto), provistas de cama de viruta esterilizada, a razén de cuatro hembras



adultas de 25 a 30 g de peso corporal por cada macho adulto de 25 a 30 g de peso, y
se mantuvieron en Optimas condiciones higiénicas; también se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas de temperatura (20 + 2 °C) y de humedad
relativa (55 + 3%) e iluminacion (ciclos de luz-obscuridad, 12 x 12 h) y con acceso
libre al agua y al alimento (Purina Chow, St. Louis, Mo). Una vez confirmado que las
hembras quedaron prefiadas, se colocaron individualmente en las jaulas de acrilico
con las dimensiones sefialadas anteriormente y se estuvo atento al dia del
nacimiento.

También se emplearon ratas macho y hembras de 200 a 250 g de peso, de la cepa
de Wistar; se aparearon a razon de tres hembras por un macho y fueron colocadas
en jaulas de acrilico (55 cm de largo x 31 cm de ancho x 21 cm de alto). Los estudios
fueron desarrollados siguiendo las normas internacionales para la investigacion
biomédica con animales (OPS, 1990) y de acuerdo a las especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, NOM-062-ZO0O-

1999 (Diario Oficial de la Federacion, 2001).

2. Procedimiento parainducir la neurotoxicidad con el GMS.

El dia del nacimiento, las diferentes camadas de rata y ratén se distribuyeron

aleatoriamente en dos grupos: |. Experimental (neurointoxicados con el GMS) vy II.

Control (con solucién salina isotonica).

El grupo | recibié por via subcutanea 2 mg/g de peso corporal de GMS (Sigma
Chemical) disuelto en agua destilada el segundo y cuarto dia posnatal, y 4 mg/g de
peso corporal, el sexto, octavo y décimo dia posnatal (Meister y cols.,1989; Chambille

y Serviere, 1993; Meister, 1991). El grupo Il fue inyectado con el volumen equivalente



de la solucién salina. En todos los casos el volumen administrado fue de 0.01
ml/g. A las cuatro semanas, los animales fueron destetados, sexados y marcados de
manera permanente (los animales del grupo experimental en la oreja derecha y los
controles en la oreja izquierda) colocando en jaulas de acrilico, diez animales por jaula
(55 cm de largo x 31 cm de ancho x 21 cm de alto). En la edad adulta (20 a 25
semanas de edad) se realizaron los estudios de susceptibilidad aguda y crénica a los
agonistas GABAérgicos contemplados en el estudio (etanol, tiopental, fenobarbital,

diazepam); en el caso del GABA solo se realiz6 el estudio de susceptibilidad aguda.

3. Estudios de susceptibilidad a los agonistas GABAérgicos.

A. Susceptibilidad bajo la administracion aguday crénica de etanol

Tanto en los ratones neurointoxicados (grupo 1) como en los del grupo control (grupo
I) se realizaron curvas de dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnético y letal
del etanol administrado agudamente por via intraperitoneal a varias dosis (2.0, 2.6,
3.0y 3.5 g/kg). Se emplearon 10 ratones macho por cada dosis y grupo. El etanol se
administré a intervalos de un minuto e inmediatamente se colocaron los animales en
recipientes de vidrio para su observacion continua durante las primeras cuatro horas.
Se determino la duracion del efecto hipnético (considerado desde el momento de la
pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su recuperacion) y se registro la
temperatura rectal basal (antes de la administracion del alcohol) a través de un
teletermometro rectal (YSI instruments) a los 30, 60 y 120 min después de la
administracién del etanol, asi como la letalidad ocurrida en las primeras cuatro horas
de observacion y posteriormente cada 24 horas durante ocho dias.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administracion cronica del



etanol, a un lote de 20 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS
(Grupo |) y otro de 20 ratones macho control (Grupo Il), se les administro por via oral
durante 30 dias una dosis de 2.5 g/kg de etanol cada 24 horas (entre las 13:00 y
14:00 hs). En todos los casos los animales fueron pesados diariamente en una
balanza digital (Ohaus, Galaxy 1200). Se midi6 diariamente la temperatura rectal
antes (basal) y a los 30, 60 y 120 minutos después de la administracion del etanol y

se registro la letalidad acumulada ocurrida durante los 30 dias de tratamiento.

B. Susceptibilidad bajo la administracion aguday crdnica de tiopental

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo |) como en los animales control
(grupo 1), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnético y
letal del tiopental administrado agudamente, por via intraperitoneal, a varias dosis
(75, 150, 200 y 300 mg/kg). Se emplearon diez animales macho por dosis y grupo. El
tiobarbitdrico se administro a intervalos de un minuto e inmediatamente los animales
se colocaron en recipientes de vidrio para su observacion continua durante las
primeras cuatro horas. Se anoto la duracion del efecto hipnético (considerado desde
el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su recuperacion), la
temperatura rectal basal (antes de la administracion del barbitdrico) a través de un
teletermometro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y 120 min después de la
administracion del depresor del SNC, y la letalidad ocurrida en las primeras cuatro
horas de observacion y posteriormente cada 24 h durante ocho dias.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administracién cronica, a un
lote de 15 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo 1) y

otro de 15 ratones macho control (grupo Il), se les administré por via oral una dosis



de 100 mg/kg de tiopental sodico (Abbot) cada 24 h, entre las 13:00 y 14:00 h,
durante 30 dias. Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital
(Ohaus, Galaxy 1200). Se midi6 diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a
los 30, 60 y 120 min después de la administracion del tiopental; también se registro

la letalidad acumulada, ocurrida durante los 30 dias del estudio.

C. Susceptibilidad bajo la administraciéon aguday crénica de fenobarbital

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo |) como en los animales control
(grupo 1), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnético y
letal del fenobarbital administrado agudamente, por via intraperitoneal, a varios
niveles de dosis (50, 100, 200 y 300 mg/kg). Se emplearon 10 animales macho por
nivel de dosis y por grupo.

El oxibarbitirico se administr6 a intervalos de un minuto e inmediatamente los
animales se colocaron en recipientes de vidrio para su observacion continua durante
las primeras cuatro horas. Se anotd la duracion del efecto hipnético (considerado
desde el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su
recuperacion), se registro la temperatura rectal basal (antes de la administracion del
barbitdrico) a través de un teletermometro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y
120 min después de la administracion del depresor del SNC. Se registro la letalidad
ocurrida en las primeras cuatro horas de observacion y posteriormente cada 24 h
durante ocho dias.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administracién cronica, a un
lote de 10 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo 1) y

otro de 13 ratones macho control (grupo ll), se les administr6é por via oral, una dosis



de 100 mg/kg de fenobarbital cada 24 h, entre las 13:00 y 14:00 h, durante 30 dias.
Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital (Ohaus, Galaxy
1200). Se midi6 diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a los 30, 60y 120
min después de la administracion del barbitdrico; también se registro la letalidad

acumulada, ocurrida durante los 30 dias del estudio.

D. Susceptibilidad bajo la administracion aguday crénica de diazepam

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo |) como en los animales control
(grupo 1), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnético y
letal del diazepam administrado agudamente, por via intraperitoneal, a varios niveles
de dosis (12.5, 25 y 50 mg/kg). Se utilizaron entre 7 y 10 animales macho por dosis y
por grupo. El diazepam se administré a intervalos de un minuto e inmediatamente los
animales se colocaron en recipientes de vidrio para su observacion continua durante
las primeras cuatro horas. Se anotd la duracion del efecto hipnético (considerado
desde el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su
recuperacion), se registro la temperatura rectal basal (antes de la administracion del
farmaco a través de un teletermometro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y 120
min después de la administracion del agonista GABAérgico. Se registro la letalidad
ocurrida en las primeras cuatro horas de observacion y posteriormente cada 24 h
durante ocho dias.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administracion cronica, a un
lote de 10 ratones hembra neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo 1) y
otro de 10 ratones hembra control (grupo Il), se les administré por via oral una dosis

de 12.5 mg/kg de diazepam cada 24 h, entre las 13:00 y 14:00 h, durante 30 dias.



Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital (Ohaus, Galaxy
1200). Se midi6 diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a los 30, 60y 120
min después de la administracion del diazepam; también se registro la letalidad

acumulada, ocurrida durante los 30 dias del estudio.

E. Susceptibilidad bajo la administracion aguda del GABA

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo I) como en los animales del grupo
control (grupo 1l), se realizaron curvas-dosis respuesta al efecto letal del GABA,
administrado agudamente por via intracerebral a varias dosis (250, 300 y 400 pg/
5ul). La razén por la que se administr6 el GABA por esta via es que el
neurotransmisor no atraviesa la barrera hematoencefélica. Se utilizaron 10 animales
macho por dosis y por grupo. El GABA se administro a intervalos de dos minutos e
inmediatamente los animales se colocaron en recipientes de vidrio para su
observacion continua durante las primeras cuatro horas. Se registro la letalidad
ocurrida en las primeras cuatro horas de observacion y posteriormente cada 24 h

durante ocho dias.

4. Determinacién de las concentraciones cerebrales de GABA.

Un grupos de diez animales macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS y
10 del grupo control, se pesaron y se sacrificaron por decapitacion e inmediatamente
se extrajo el cerebro (Glowinsky & Iversen, 1966) y se pes6 en una balanza analitica
(Mettler). El tejido se homogeneizé (Thomas) con 5 ml de etanol al 75% (Merck) a
una velocidad media (homogeneizador Virtis) durante 50 a 60 segundos, en bafio de

hielo. Al tejido homogeneizado se le adiciond valina (1 mg/g de tejido fresco) como



estandar interno y se centrifugé a 3500 rpm, durante 10 min a 10 °C (Centrifuga
Refrigerada Sorvall). Del sobrenadante se tomaron cuatro alicuotas de 200 ni, a una
de ellas se le adicioné6 GABA (5 ng/sm). Las muestras se evaporaron a sequedad
con nitrégeno a 50 °C. A las muestras desecadas se les adicioné la mezcla de
reaccion para la derivatizacion con dansilo (50 m de NaHCO; al 0.84% y 125 ng de
cloruro de dansilo, disuelto en 100 ni de acetona), los tubos de reaccion se colocaron
en un block térmico (90 °C) durante 15 min, se enfriaron y se inyectaron 5 m al
cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC, Waters), equipado con una
bomba 590, inyector U6K, una columna Symmetry-Cg de fase reversa, un detector UV
490 e integrador 70. Como fase movil se empled una mezcla de acetonitrilo:agua
(70:30), pH: 3.3-3.5; la velocidad de flujo fue de 1.5 ml/min y el efluente de la
columna fue registrado a una longitud de onda de 254 nm (Zecca y cols., 1982). Se
obtuvieron los cromatogramas, se midieron las alturas de los picos y se calcularon
las concentraciones del GABA, las que se expresan en ng/g de tejido cerebral

himedo.

5. Determinacion de las concentraciones sanguineas de etanol.

Para la determinacién de la curva de evolucion temporal de las concentraciones
sanguineas del etanol, a un grupo de cinco ratones macho neurointoxicados
neonatalmente con el GMS y a otro de cinco animales control, se les administré por
via oral 2.5 g/kg de etanol disuelto en agua destilada, en un volumen de 10 mi/kg de
peso corporal. Previa dilatacion de las venas de la cola con agua a 40 °C, se
obtuvieron muestras de 100 m de sangre a los 15, 30, 60 y 120 min posteriores a la

administracién del etanol. Se colocaron en viales heparinizados, se adiciond el



estandar interno (isopropanol) y se cerraron herméticamente. Los viales se sonicaron
por 15 min e inmediatamente se sometieron a bafio maria (70 °C por 15 min) para
lograr la estabilizacion de la fase gaseosa. De la cabeza de la fase gaseosa se
inyectd un mililitro al cromatégrafo de gases (Varian 3200) equipado con un detector
de ionizacion de flama y una columna de acero inoxidable de dos milimetros de
didmetro y empacada con Porapak Q80-100 mesh (Jones y Schuberth, 1989).

Las condiciones de operacion del cromatografo de gases fueron:

Temperatura del inyector: 220 °C; Temperatura del detector: 220 °C; Temperatura del
horno: 170 °C; Tiempo de corrida de cada muestra: seis minutos; Flujo del gas
acarreador (Nitrégeno, Infra): 30 ml/min; Flujo de aire: 300 ml/ min; Flujo de
hidr6geno: 30 ml/min.

Se emple6 como estandar interno el isopropanol y el tiempo de retencion fue de
2.82 minutos para el etanol y de 4.60 minutos para el isopropanol. Se obtuvieron
los cromatogramas, se midieron las alturas de los picos y se calcularon las

concentraciones del etanol, las que se expresan en mg/dl de sangre.

6. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis estadistico apropiado,
dependiendo de la variable estudiada. Para las variables continuas como la
temperatura rectal, el peso corporal, la duracion del efecto hipnético, las
concentraciones cerebrales de GABA y las concentraciones sanguineas de etanol, el
analisis comparativo entre los grupos control y el experimental se realiz6 con una
ANOVA, seguida de una prueba paramétrica de t de Student para grupos

independientes. Para la comparacion entre los grupos de las variables discontinuas,



como el porcentaje de animales que mostraron el efecto hipnético y letal, se utilizo la
prueba no paramétrica de Chi-cuadrada. Todas las pruebas estadisticas fueron de
dos vias. El andlisis se realiz6 con el paquete estadistico SPSS (SPSS, Chicago).
La Dosis Hipnotica Cincuenta (DEsyy) y la Dosis Letal Cincuenta (DLsy) fueron
calculadas por el método de Litchfield y Wilcoxon (Litchfield y Wilcoxon, 1949), con
los limites de confianza al 95%. Cuando no fue posible la aplicacion del método de
Litchfield y Wilcoxon para el calculo de las DEs, por falta de datos, se recurrio al
método grafico Log-probits (Miller y Tainter, 1944). En todos los casos los valores de

p< 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.



VIIl. RESULTADOS
Los resultados obtenidos en el presente estudio sefialan que es posible inducir

neonatalmente la neurotoxicidad con el GMS en el raton, empleando los esquemas
de dosis reportados en la literatura. Como se puede apreciar en la Figura 1, los
ratones neurointoxicados muestran las caracteristicas anatomicas, también se
presentaron las alteraciones conductuales ya reportadas por diversos autores. Tales
manifestaciones en su conjunto, incluyen: excesiva obesidad, acortamiento de la
longitud del cuerpo, acortamiento de la cola y pasividad (Olney, 1969; Kizer y cols.,
1978; Meister y cols., Meister, 1991; Chambille y Serviere, 1993). Los animales
también presentaron lesion retiniana y criptorquidia en el caso de los machos, como
consecuencia de las alteraciones endocrinas. En un grupo de 20 ratones macho
neurointoxicados y seleccionados aleatoriamente y en otro grupo de 20 controles, el
peso corporal promedio en la edad adulta (20 semanas) fue de 55 + 5.64 g para el
grupo neurointoxicado con el GMS (Figura 1A) y de 43 + 4.28 g para el grupo control
(Figura 1B). Esta serie de manifestaciones, en su conjunto constituyen el “sindrome
del glutamato monosédico” y se considera como la evidencia de que el GMS indujo la
neurotoxicidad.

En la Figura 2 se muestra la evolucion temporal del crecimiento ponderal, durante
sesenta semanas de un grupo de 19 ratones macho neurointoxicados neonatalmente
con el GMS y de 18 ratones macho del grupo control, que fueron seleccionados
aleatoriamente al momento del sexado y el destete. Como se puede observar, en las

primeras semanas el promedio del peso corporal del grupo neurointoxicado
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Figura 1. Fotografia representativa de las caracteristicas que muestran los
animales adultos neurointoxicados neonatalmente con el GMS (A), en relacion
con las caracteristicas que presentan los animales control (B). En promedio los
animales neurointoxicados pesaron 55.0 + 5.64 g y los del grupo control 43.8 +
4.28 g. En la imagen se aprecia como caracteristicas distintivas: obesidad,
acortamiento de la longitud del cuerpo, acortamiento de la cola y pasividad;

ademas presentan criptorquidia (qQue no se aprecia en la imagen).
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Figura 2. Evolucion temporal del crecimiento ponderal, durante sesenta
semanas, en el grupo de ratones control y en el grupo de animales
neurointoxicados neonatalmente con el GMS (n de 18 y 19 ratones macho
por grupo). Los resultados se expresan como el promedio £ EE. *p < 0.05



neonatalmente con el GMS, estuvo por debajo del peso corporal del grupo control y a
partir de la semana 15, el peso corporal de los controles se estabiliza en tanto que el
peso corporal del grupo neurointoxicado tiende a incrementarse significativamente (p
<0.05).

En este mismo grupo de ratones se realiz6 el seguimiento de la expectativa de vida,
registrando cada semana las muertes ocurridas en ambos grupos de animales, dicho
seguimiento se realizé durante 78 semanas (afio y medio). Como se puede apreciar
en la Figura 3, sorprendentemente los animales neurointoxicados con el GMS viven
més tiempo y a pesar de la serie de alteraciones aparentemente se encuentran en
mejores condiciones fisicas que los ratones del grupo control. A las sesenta semanas
ya habian muerto méas del 95 de los animales control en tanto que solo el 50% de los
animales neurointoxicados habia fallecido para ese tiempo (Figura 3); a las 78
semanas del seguimiento el 100% de los animales del grupo control murio, al igual
que el 82% del grupo de animales neurointoxicados con el GMS. Estos hallazgos
fueron confirmados en otros experimentos disefiados para otros propoésitos.

En relacion a la susceptibilidad que presentaron los ratones a los efectos agudos del
etanol, como se aprecia en la Figura 4, los animales neurointoxicados fueron
significativamente (p< 0.05) méas susceptibles al efecto hipotérmico, respecto al grupo
control; en algunos casos la temperatura rectal se redujo hasta en diez grados
centigrados. También se observé una tendencia a la recuperacion de la temperatura
rectal en el caso de los animales del grupo control, particularmente a los 120
minutos. En contraste, para el grupo de animales neurointoxicados con el aminoacido
excitatorio, el severo efecto hipotérmico persiste a las dos horas. Los cambios en la

susceptibilidad
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Figura 3. Seguimiento de la expectativa de vida presentada como la letalidad
acumulada ocurrida durante 78 semanas (afio y medio) en 19 ratones macho
neurointoxicados neonatalmente con el GMS y en 18 ratones del grupo control.
La letalidad se registro cada tercer dia durante las 78 semanas. En la gréfica se
presenta el porcentaje de letalidad acumulada cada cinco semanas, para ambos
grupos.
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Figura 4. Evolucion temporal, durante 120 minutos del efecto
hipotérmico inducido por la administracion aguda de etanol por via
intraperitoneal, a varias dosis, en ratones tratados neonatalmente con
GMS. Los resultados se expresan como el valor promedio + EE (n =
10). * p < 0.05.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta del efecto hipnético inducido por
el etanol en animales pretratados neonatalmente con solucion
salina 0 con GMS. Los resultados se expresan como el promedio *
EE de la duracion del efecto hipnético (n de 10 animales por dosis
y grupo). *p < 0.05
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Figura 6. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o con
solucion salina sobre la susceptibilidad al efecto hipnético inducido
por el etanol. Los resultados se expresan en porciento de animales
qgue mostraron el efecto hipnético (n de 10 animales por dosis y
grupo). * p< 0.05.



a la duracion de este efecto hipnético del depresor del SNC se observan en la Figura
5. Los animales que fueron neurointoxicados neonatalmente con el GMS fueron
significativamente mas susceptibles (p< 0.05) al efecto depresor del alcohal,
indicada por una mayor duracion del efecto hipnético, en relacion a los grupos
control. La representacion del efecto hipnético en terminos cuantales, se muestra en
la Figura 6 se aprecia un desplazamiento de la curva dosis-respuesta a la izquierda
del grupo GMS, respecto al grupo control; la DEs, hipnoética fue de 2.41 y de 5.04
g/kg, para respectivamente el grupo neurointoxicado y el grupo control (TABLA V).
En relacion a la susceptibilidad al efecto letal agudo del etanol, nuevamente se
observé que el grupo de animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS,
fueron claramente mas susceptibles, en relacion al grupo control (Figura 7). La DLsg
para el grupo tratado con el GMS fue de 2.67 g/kg, en tanto que la DLs, para el grupo
control no se pudo calcular por el método de Litchfield y Wilcoxon, por falta de datos
de mortalidad (TABLA V).

TABLA V. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnotica (DEsos) Y de la Dosis
Letal Cincuenta (DLsy) del etanol administrado por via intraperitoneal a los ratones
del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS.

Entre paréntesis se muestran los limites de confianza al 95% (Litchfield & Wilcoxon,
1949).

GRUPOS DEson (g/kg, ip) DLso (g/kg, ip)

CONTROL 5.04 (3.56-7.14) | e

GMS 2.41 (2.16-2.69) 2.67 (2.32-3.09)




El andlisis cuantitativo de los resultados del estudio de susceptibilidad a la
administracion crénica (30 dias) del etanol, por via oral, a una dosis 2.5 g/kg, reflejan
diferencias significativas entre los animales neurointoxicados y los animales del
grupo control, para las diferentes variables estudiadas. En la Figura 8 se observa
que, en términos generales los animales neurointoxicados fueron significativamente
(p< 0.05) més vulnerables al efecto hipotérmico del etanol, en relacién a los animales
control.

El analisis de la evolucién temporal del peso corporal durante los treinta dias de
tratamiento con el alcohol, muestra una drastica caida del peso corporal de los
animales tratados con GMS (Figura 9), en tanto que el grupo control muestra una
caida inicial moderada durante los primeros cinco a seis dias y se mantiene a lo largo
del tratamiento crénico con el etanol. Cabe destacar que de los animales tratados
neonatalmente con el GMS y que sobrevivieron a los 30 dias de tratamiento con el
etanol, pesaban en promedio menos de 26 g, lo que significa una pérdida de mas del
50% del peso corporal inicial. EI promedio del peso corporal de los animales
experimentales fue de 55 + 5.64 g al inicio del tratamiento cronico con el alcohol y de
43 + 4.28 g para el grupo control, diferencias altamente significativas (p<0.001).

En relacion a la letalidad acumulada durante los 30 dias de tratamiento con el
depresor del SNC, se aprecia que los ratones neurointoxicados con el GMS, fueron
significativamente (p< 0.05) mas sensibles al efecto letal del agonista GABAérgico,
respecto a la susceptibilidad que mostraron los animales del grupo control (Figra 10).
Respecto a los resultados de susceptibilidad que presentaron los ratones a los
efectos agudos del tiopental, como se aprecia en la Figura 11, los animales

neurointoxicados
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Figura 8. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o0 con solucién salina,
sobre la evolucion temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administracion crénica (una dosis cada 24 hs) de etanol (2.5 g/kg, po)
durante 30 dias. Los resultados se expresan como el valor promedio + ET de la
temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 dias de administracién del etanol
(n de 20 ratones por grupo). * p < 0.05.
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Figura 9. Influencia de la neurotoxicidad inducida neonatalmente con el GMS o del
tratamiento con solucién salina sobre las modificaciones del peso corporal provocadas
por la administracién cronica (una dosis cada 24 h) del etanol, durante 30 dias (n de
20 animales por grupo).
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Figura 10. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucion
salina sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administracion
cronica (una dosis cada 24 h) del etanol, durante treinta dias (n de 20
ratones por grupo). *p < 0.05



TEMPERATURA (°C)

75 150 200 300
DOSIS DE TIOPENTAL (mgkg,ip)

Figura 11. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucién salina,
sobre la evolucién temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administracion aguda de tiopental por via intraperitoneal, a varias dosis, en
el ratén (n de 10 animales por dosis y grupo). Los resultados se expresan como
el valor promedio = EE. *p < 0.05.



fueron significativamente (p< 0.05) menos susceptibles al efecto hipotérmico,
respecto al grupo control. También se observo una tendencia a la recuperacion de la
temperatura rectal en el caso de los animales neurointoxicados neonatalmente con el
GMS y que recibieron el tiobarbitarico, particularmente a los 120 minutos, en relacion
al grupo de animales control. Los cambios en la susceptibilidad al efecto hipnético del
depresor del SNC se observan en la Figura 12, los animales neurointoxicados
neonatalmente con el GMS, nuevamente fueron significativamente menos
susceptibles (p< 0.05) al efecto depresor del tiopental, en relacion a lo que ocurrio
con el grupo control. En la Figura 13 se aprecia un desplazamiento de la curva dosis-
respuesta a la derecha del grupo de animales neurointoxicados, respecto a lo que
ocurrio con el grupo control. La DEsp hipnética fue de 267.68 y de 90.48 mg/kg para
el grupo neurointoxicado y el grupo control, respectivamente (TABLA VI).

En relacion a la susceptibilidad al efecto letal agudo del tiopental, nuevamente se
observo que el grupo de animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS, fue
claramente menos susceptible respecto al grupo control (Figura 14). La DLs, para el
grupo control fue de 186.39 mg/kg (TABLA VI), en tanto que la DLsy para el grupo
tratado con el GMS no fue posible obtenerla por falta de datos, ya que con la dosis

mayor del tiopental (300 mg/kg) se obtiene una letalidad de sélo el 10%.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta al efecto hipnético inducido por el tiopental en
animales pretratados neonatalmente con solucién salina o con GMS. Los
resultados se expresan como el valor promedio + EE de la duracion del efecto
hipnético (n de 10 animales por dosis y por grupo).
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Figura 13. Curva dosis-respuesta cuantal al efecto hipnoético inducido por el
tiopental administrado agudamente por via intraperitoneal a ratones
neurointoxicados neonatalmente con el GMS (0) y a los ratones del grupo control
(" ). Los resultados se expresan como el porcentaje de animales que presentaron
el efecto hipnético (n de 10 animales por dosis y grupo). *p <0.05.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta al efecto letal inducido por el tiopental
administrado por via intraperitoneal en ratones neurointoxicados
neonatalmente con el GMS o en los pretratados con solucion salina. Los
resultados se expresan en porciento de animales que murieron (n de 10
animales por dosis y grupo). *p < 0.05



TABLA VI. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnética (DEson) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DLs) del tiopental administrado por via intraperitoneal a los ratones
del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS.
Entre paréntesis se muestran los limites de confianza al 95% (Litchfield & Wilcoxon,
1949).

GRUPOS DEson (Mg/kg, ip) DLso (mg/kg, ip)
CONTROL 90.48 (64.46-126.99) 186.39(150.22-231.27)
GMS 267.68 (194.47-368.45 > 300

Los resultados del estudio de susceptibilidad a la administracion crénica (30 dias)
del tiopental, por via oral a una dosis de 100 mg/kg, reflejan diferencias significativas
entre los animales neurointoxicados y los animales del grupo control para las
diferentes variables estudiadas. En la Figura 15 se observa que, en términos
generales, los animales neurointoxicados fueron significativamente (p< 0.05) menos
vulnerables al efecto hipotérmico del tiopental, ain cuando en algunos tiempos no
hubo diferencias significativas (p > 0.05) con respecto a los animales del grupo
control. El andlisis de la evolucion temporal del peso corporal durante los treinta dias
de tratamiento con el tiopental, muestra una drastica caida del peso corporal para el
grupo de animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS (Figura 16), en tanto
que el peso corporal del grupo control no presentd cambios importantes a lo largo
del tratamiento crénico con el barbitrico. Se puede destacar que los animales
tratados neonatalmente con el GMS y que sobrevivieron a los 30 dias de tratamiento

con el tiopental, pesaban en
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Figura 15. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucién salina,
sobre la evolucién temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administracion cronica (una dosis cada 24 h) de tiopental (100 mg/kg po)
durante 30 dias. Los resultados se expresan como el promedio + ET de la
temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 dias de tratamiento (n de 15
animales por grupo). *p < 0.05.
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Figura 16. Influencia de la neurotoxicidad provocada neonatalmente con el GMS o del
tratamiento con solucién salina en el raton, sobre las modificaciones en el peso corporal
provocadas por la administracion crénica (una dosis cada 24 h) del tiopental (100 mg/kg,
po) durante 30 dias (n de 15 animales por grupo).



promedio 36.29+5.91 g, lo que significa una pérdida del 31% del peso corporal inicial
(52.65+7.01 g). El peso corporal promedio de los animales control al inicio del
tratamiento crénico con el tiopental fue de 35.95+3.23 g y de 33.5+2.95 al final del
tratamiento, diferencias no significativas (p>0.05). En relacion a la letalidad
acumulada durante los 30 dias de tratamiento con el depresor del SNC, se aprecia
que los ratones neurointoxicados con el GMS fueron significativamente (p< 0.05)
menos susceptibles al efecto letal del tiobarbiturico, respecto a la susceptibilidad que
mostraron los animales del grupo control (Figura 17). De hecho, no murié ningun
roedor neurointoxicado durante los 30 dias de tratamiento con el tiobarbiturico.

Por otra parte, los resultados de susceptibilidad al efecto hipotérmico del fenobarbital
bajo condiciones de administracion aguda, en general, no mostraron diferencias
significativas (p > 0.05), con excepcion de la dosis mayor (200 mgkg) en que los
animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS fueron significativamente (p <
0.05) menos susceptibles, respecto al grupo control (Figura 18). En relacion a la
duracion del efecto hipnoético del oxibarbitdrico, no fue posible establecerla ya que
con las dosis de 50 y 100 mg/kg, no se induce el efecto, mientras que con las dosis
mayores (200 y 300 mg/kg) ambos grupo de animales (controles y neurointoxicados)
presentan el 100% de efecto hipnético; efecto depresor del SNC que progresa hasta
el 100% de letalidad en los dos grupos. La DEs, hipnética fue de 141.41 mg/kg para
ambos grupos, calculada por el método Log-probit (Miller & Tainter, 1944); de igual
manera, la susceptibilidad al efecto letal agudo del fenobarbital fue similar: la DLs, fue

de 134.24 y 146.40 mg/kg, para el grupo control y el grupo neurointoxicado
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Figura 17. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucién salina sobre
el efecto letal acumulado, inducido por la administracion cronica de tiopental durante
30 dias (n de 15 animales por grupo).
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Figura 18. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucion
salina, sobre la evolucion temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administracién aguda del fenobarbital, a varias
dosis en el ratén (n de 10 animales por dosis y grupo). Los resultados
como el valor promedio de la temperatura rectal + EE. *p < 0.05.



respectivamente (TABLA VII).

TABLA VII. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipndtica (DEsopn) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DLsy) del fenobarbital administrado por via intraperitoneal a los
ratones del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el
GMS. La DEspy y la DLso se calcularon por el método grafico Log-probits (Miller &
Tainter, 1944).

GRUPOS DEson (Mg/kg, ip) DLso (mg/kg, ip)
CONTROL 141.41 134.46
GMS 141.41 146.40

Los resultados del estudio de susceptibilidad a la administracion cronica durante 30
dias del fenobarbital, por via oral a una dosis de 100 mg/kg, mostraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre los animales neurointoxicados y los animales del grupo
control, para algunas de las variables estudiadas. En la Figura 19 se observa que la
susceptibilidad al efecto hipotérmico fue similar en ambos grupos de animales y que
so6lo hubo diferencias significativas (p< 0.05) a los diez dias de administracion del
barbitdrico, particularmente a los 30 y 120 min. La evolucién temporal del peso
corporal durante los treinta dias de tratamiento con el oxibarbitarico, muestra una
franca caida del peso corporal para el grupo de animales neurointoxicados
neonatalmente con el GMS (Figura 20), en tanto que el peso corporal del grupo
control presentd fluctuaciones discretas con tendencias al incremento mas que a la
pérdida de peso corporal, particularmente en los Ultimos dias de tratamiento. El
promedio del peso corporal al inicio del tratamiento para el grupo GMS fue de

43.78+£1.01 g y el promedio del peso
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Figura 19. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o con solucién salina, sobre
la evolucion temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido por la
administracién cronica de fenobarbital (100 mg/kg po) durante 30 dias. Los
resultados se expresan como el valor promedio + EE de la temperatura rectal
acumulada para 10, 20 y 30 dias de administracion del fenobarbital (n de 13 y 10

ratones por grupo). *p < 0.05.
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Figura 20. Influencia de la neurotoxicidad inducida neonatalmente con el GMS o
del tratamiento con solucién salina sobre las modificaciones del peso corporal
provocadas por la administracion crénica del fenobarbital (100 mg/kg po), durante

30 dias (n de 13 y 10 ratones por grupo).



corporal de los que sobrevivieron a los 30 dias de tratamiento con el fenobarbital,
fue de 29.47+1.88 g, lo que representa una pérdida del 32.68 % del peso corporal
inicial, diferencias altamente significativas (p< 0.001). El peso corporal promedio de
los animales control al inicio del tratamiento cronico con el barbitdrico fue de
34.36+2.20 g y el promedio del peso corporal de los dos sobrevivientes a los 30 dias
de tratamiento fue de 37.97+1.34 g, diferencias no significativas (p> 0.05). La
letalidad acumulada durante los 30 dias de tratamiento con el depresor del SNC se
aprecia en la Figura 21. Los ratones neurointoxicados con el GMS fueron
significativamente (p< 0.05) menos susceptibles al efecto letal del fenobarbital,
respecto a la susceptibilidad que mostraron los animales del grupo control.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre la susceptibilidad al efecto hipotérmico de
la administracion aguda del diazepam administrado a varios niveles de dosis (12.5,
25 y 50 mg/kg), como se muestra en la Figura 22, los roedores neurointoxicados con
el GMS, en general, fueron méas susceptibles (p < 0.05) con respecto a los animales
del grupo control, particularmente con la dosis intermedia (25 mg/kg) y la dosis alta
(50 mg/kg). En las Figuras 23 y 24 se muestran las curvas dosis-respuesta que
presentaron los ratones neurointoxicados o los controles al efecto hipnatico,
expresado como la duracién (Figura 23) y en términos cuantales del efecto hipnético
(Figura 24) a la administracion aguda del diazepam. Se puede apreciar que los
animales neurointoxicados fueron significativamente (p< 0.05) mas susceptibles al
efecto hipnético, asi como al efecto letal de la benzodiazepina, en relacion al grupo
control (Figura 25). El céalculo por el método de Miller y Tainter de la DEsy hipnética

fue de
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Figura 21. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucién salina
sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administracion crénica de
fenobarbital (100 mg/kg, po), durante 30 dias, una dosis administrada cada 24 horas
(n de 13 controles y de 10 animales pretratados con GMS). *p < 0.05.
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Figura 22. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o0 con solucion
salina, sobre la evolucion temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administracion aguda del diazepam por via
intraperitoneal, a varias dosis ( n de 10 ratones por dosis y por grupo). Los
resultados se expresan como el valor promedio de la temperatura rectal +
EE para una n de 10 ratones por dosis y por grupo. *p < 0.05.
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Figura 23. Curva dosis-respuesta al efecto hipnético inducido por el diazepam en
los ratones neurointoxicados neonatalmente con el GMS y en los animales del
grupo control. Los resultados se expresan como el promedio de la duracién en
minutos del efecto hipnético £+ EE (n de 7 a 10 ratones por dosis y grupo). *p <
0.05.



—a— CONTROL —e— GMS

100 -+ [ ]

80

60 -

40 -

20

% DE EFECTO HIPNOTICO

12.5 25 50
DOSIS DE DIAZEPAM (mg/kg, ip)

Figura 24. Curva dosis-respuesta al efecto hipndtico inducido por el diazepam
administrado agudamente por via intraperitoneal a ratones neurointoxicados
neonatalmente con el GMS y a los ratones tratados neonatalmente con solucion
salina. Los resultados se expresan como el porcentaje de animales que presentaron
el efecto hipnotico con la dosis correspondiente del diazepam (n de 10 animales por
dosis y grupo). *p < 0.05.
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Figura 25. Curva dosis-respuesta al efecto letal inducido por el diazepam
administrado por via intraperitoneal en ratones neurointoxicados neonatalmente con
el GMS o en los pretratados con solucién salina. Los resultados se expresan en
porciento de animales que murieron con la dosis correspondiente de diazepam (n de
10 animales por dosis y grupo). *p < 0.05.



15.60 y de 1.39 mg/kg, para el grupo control y el grupo neurointoxicado con el GMS,
respectivamente (TABLA VIII).  También se observd que la DLs, de la
benzodiazepina fue de 17.67 mg/kg para el grupo de animales neurointoxicados y
mayor de 50 mg/kg para el grupo control (TABLA VIII).

TABLA VIII. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnotica (DEsq) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DLsy) del diazepam administrado por via intraperitoneal a los
ratones del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el

GMS. La DEsyy ¥ la DLso, se calcularon por el método grafico Log-probits (Miller &
Tainter, 1944).

GRUPOS DEson (Mg/kg, ip) DLso (mg/kg, ip)
CONTROL 15.60 > 50
GMS 1.39 17.67

El andlisis cuantitativo de los resultados del estudio de susceptibilidad a la
administracion crénica (30 dias) del diazepam, por via oral a una dosis de 12.5
mg/kg, reflejan diferencias significativas entre los animales neurointoxicados y los
animales del grupo control, para las diferentes variables estudiadas. En la Figura 26
se observa que, en términos generales, los animales neurointoxicados fueron
significativamente (p< 0.05) méas vulnerables al efecto hipotérmico del diazepam, en
relacion a los animales del grupo control. El andlisis de la evolucién temporal del
peso corporal durante los treinta dias de tratamiento con el diazepam, muestra una
caida del peso corporal estadisticamente significativa, para el grupo de animales
neurointoxicados neonatalmente con el GMS (Figura 27), en tanto que el peso

corporal del grupo control
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Figura 26. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o con solucién
salina sobre la evolucion temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administracion cronica de diazepam (12.5 mg/kg
po) durante 30 dias. Los resultados se expresan como el valor promedio *
EE de la temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 dias de
administracion del diazepam (n de 10 ratones por grupo). *p < 0.05.
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Figura 27. Influencia de la neurotoxicidad inducida neonatalmente con el GMS o del
tratamiento con solucion salina sobre las modificaciones del peso corporal
provocadas por la administracion cronica (una dosis cada 24 hs) del diazepam (12.5
mg/kg po), durante 30 dias (n de 10 ratones hembra por grupo).



no presentd cambios importantes a lo largo del tratamiento crénico con la
benzodiazepina. Se puede destacar que los animales tratados neonatalmente con el
GMS y que sobrevivieron a los 30 dias de tratamiento con el diazepam, pesaban en
promedio 35.23+3.44 g, lo que representa una pérdida del 24.43% respecto al peso
corporal inicial (46.62+2.70 g). El peso corporal promedio de los animales control al
inicio del tratamiento crénico con el diazepam fue de 38.62+1.32 g y de 35.70+£1.05
al final del tratamiento, lo que indica una pérdida del 7.56 % del peso corporal inicial
(Figura 27). Respecto a la letalidad acumulada durante los 30 dias de tratamiento
con el agonista GABAérgico, se encontr6 que en general, los animales
neurointoxicados con el GMS fueron més susceptibles al efecto letal del diazepam,
aun cuando no hubo diferencias significativas, excepto a los 30 dias, respecto a la
susceptibilidad que mostraron los animales del grupo control (Figura 28).

La susceptibilidad al efecto letal inducido por la administracion intracerebral aguda
del GABA, se muestra en la Figura 29. Los resultados indican que los animales
neurointoxicados neonatalmente con el amino4cido excitatorio son mas proclives al
efecto depresor del neurotransmisor inhibitorio, especificamente con la dosis de 250
y 300 pg/5ul, sin embargo, con la dosis alta (400 pg/5pl) se obtiene una letalidad
similar en ambos grupos.

Por otra parte, como se puede apreciar en la Figura 30, los resultados obtenidos
sobre la curva de la evolucién temporal durante 120 min de las concentraciones
sanguineas del etanol, determinadas por cromatografia de gases, en los animales del
grupo control y en los neurointoxicados con el GMS y que recibieron 2.5 g/kg por via

oral, no
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Figura 28. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solucion
salina sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administracién crénica
del diazepam (12.5 mg/kg po) durante 30 dias (n de 10 ratones por grupo). *p
<0.05
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Figura 29. Curva dosis-respuesta al efecto letal inducido por el GABA
administrado por via intracerebral. Los resultados se expresan en
porciento de animales que murieron con la dosis correspondiente del
GABA (n de 10 ratones macho por dosis y grupo. *p < 0.05.
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Figura 30. Evolucion temporal de las concentraciones sanguineas del etanol (2.5
g/kg) administrado por via oral a un grupo de ratones neurointoxicados
neonatalmente con el GMS y al grupo control. Los resultados se expresan como
el valor promedio en mg/dl £ EE (n de cinco ratones por grupo).



mostraron diferencias significativas (p > 0.05). El calculo de los pardmetros
farmacocinéticos a partir de las curvas de evolucion temporal de las concentraciones
sanguineas tales como: Concentraciéon méxima (Cmax), Tiempo de concentracion
méxima (Tmax), Biodisponibilidad (F), Constante de eliminacion (Ke), Tiempo de vida
media (T2) y Depuracion (Clo), no mostraron diferencias significativas.

Los resultados obtenidos sobre las concentraciones cerebrales de GABA,
determinados de acuerdo a Zeccay Zambotti, por HPLC se muestran en la Figura
31, se aprecia que los animales neurointoxicados con el GMS tienen una
concentracion significativamente menor (p< 0.05) de GABA (233+32.81 ng/g de
tejido cerebral) en relacién al contenido cerebral del neurotransmisor inhibitorio
de los animales del grupo control (298.09+55.02 ng/qg).

Adicionalmente, se encontré diferencia altamente significativa (p< 0.001) entre el
peso corporal promedio de veinte ratones macho adultos (20 semanas)
neurointoxicados neonatalmente con el GMS (51.41+4.52 g) y de veinte animales
pretratados neonatalmente con solucion salina (41.98+4.37 g). La comparacion del
peso promedio de los cerebros obtenidos por la técnica de Glowinsky & Iversen entre
ambos grupos de animales, fue significativamente menor (p< 0.001) para el grupo de
animales tratados con el GMS en relacion al grupo control (389.95+20.44 mg vs
447.25+23.49 mg, para el grupo tratado con GMS y el grupo control,
respectivamente).

Finalmente, por la importancia que representan las alteraciones endocrinas inducidas
por la neurotoxicidad con el GMS, los resultados del seguimiento durante 30 dias del

perfil citoldgico vaginal, tanto en los animales del grupo control como en los
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Figura 31. Concentracion cerebral de GABA en ratones adultos que fueron
neurointoxicados neonatalmente con el GMS y en animales del grupo control. Los
resultados se expresan como el valor promedio en ng/g = DE. *p < 0.05.



neurointoxicados con el GMS, se muestran en la Figura 32. Como se puede apreciar
la frecuencia del estadio en estro fue significativamente menor en el grupo de ratas
neurointoxicadas neonatalmente con el GMS (13%) en relacion a la frecuencia de
presentacion en estro del grupo control (48%); se encontrd un predominio en estadio
de metaestro en el grupo de ratas GMS (47%), respecto al mismo estadio en el grupo
control (22%), al igual que un predominio de diestro en el grupo de animales
neurointoxicados (26%) respecto a los controles (15%) y una frecuencia similar para
ambos grupos en proestro (14% y 15% para el grupo neurointoxicado con el GMS y

para el grupo control, respectivamente).
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Figura 32. Distribucion de frecuencias expresadas en términos porcentuales del
estadio del ciclo estral en el grupo de ratas neurointoxicadas neonatalmente con el
GMS y en ratas del grupo control, el frotis vaginal se realizé diariamente entre las 12
y 13 horas, durante 30 dias (n de seis ratas hembra por grupo).



IX. DISCUSION

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, la administracion
parenteral de GMS en el periodo neonatal de los ratones indujo la neurotoxicidad,
confirmada por la serie de manifestaciones anatdmicas macroscopicas,
endocrinas, metabdlicas y conductuales que presentan los animales y que en su
conjunto se les identifica como el “sindrome del GMS” (Olney, 1969; Olney, 1972;
Olney y cols., 1977; Meister y cols., 1989; Meister, 1991; Chambille y Serviere,
1993; Tokuyama y Himms-Hagen, 1986; Young y cols., 1983; Iwase y cols.,
1998). Estas alteraciones incluyen: acortamiento de la longitud del cuerpo,
excesiva obesidad (Figura 1), acortamiento de la cola, lesién retiniana,
criptorquidia, disminucién de la capacidad reproductora, automutilacion de la
cola, asi como alteracion de la actividad exploratoria y locomotora.

Es importante sefialar que la notable obesidad que presentan los animales
neurointoxicados con el GMS, los cuales difieren significativamente en cuanto a
la apariencia y el peso corporal de los animales control, no esta relacionada con
hiperfagia, por el contrario, los animales neurointoxicados consumen
significativamente menos alimento y menos agua que los animales del grupo
control. Con el esquema de dosis del GMS empleado en el presente estudio se
induce una destruccion del 80 al 90% de las neuronas del nicleo arqueado, de la
eminencia media del hipotadlamo y &reas periventriculares (Olney, 1969; Pérez y
Olney, 1972; Simpson y cols. 1977; Meister, 1991). Este hecho, se acepta, es el
responsable de la serie de alteraciones neuroquimicas, endocrinas, metabdlicas

y conductuales.



Los resultados del presente estudio sefialan cambios significativos en la
susceptibilidad de los animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS a
los efectos agudos y cronicos del etanol, en relacion con la susceptibilidad que
mostraron los animales del grupo control. El analisis cuantitativo de las diferentes
variables estudiadas, sugiere que la neurotoxicidad provocada en la etapa
neonatal con el GMS da lugar a cambios permanentes, en la edad adulta, los
animales se hacen mas vulnerables a los efectos farmacotoxicologicos
caracteristicos del alcohol como es la hipotermia, la hipndsis y el efecto letal. La
mayor susceptibilidad que presentan los animales neurointoxicados posiblemente
se vincule con modificaciones farmacodinamicas, ya que se sabe que la
neurotoxicidad con el GMS reduce la actividad de la glutamato descarboxilasa
(GAD) en algunas areas del SNC y en consecuencia, se produce una disminucién
en el contenido del GABA, esto permite explicar la modificacion en el umbral de
excitabilidad neuronal en los animales neurointoxicados con el GMS y la mayor
susceptibilidad que presentan a las convulsiones inducidas eléctricamente
(Campos y cols., 1991), a las convulsiones inducidas agudamente por el metrazol
(Campos y cols., 1994) y al “kindling” quimico inducido por el metrazol (Campos y
cols., 1994; Castellanos y cols., 1998). Relacionado con lo anterior, la reduccién
en el contenido cerebral del neurotransmisor inhibitorio, podria dar lugar a un
incremento en el numero de receptores al GABA (“up regulation”, anarregulacion
o regulacion hacia arriba), fendmeno de plasticidad neuronal que se presenta
cuando se reducen las concentraciones de los ligandos end6genos, cuando hay
una denervacion o cuando se destruyen selectivamente algunas poblaciones de

sinapsis con neurotoxicos



especificos (Trendelenburg y cols., 1962). Los eventos mencionados propiciarian
un incremento en la facilitacion GABAérgica inhibitoria en respuesta al etanol
(Suzdak y cols., 1986), existe evidencia que el etanol reduce la neurotransmisién
glutamatérgica por que altera las concentraciones cerebrales del aminoacido
excitatorio, su recaptura y su liberacion; asi mismo, tiene la capacidad de inhibir
al receptor NMDA del glutamato (Hoffman y cols. 1989; Cumins y cols. 1990;
Rassnick y cols. 1992; Nie y cols. 1993; Tsai y cols. 1995). Los antecedentes que
sustentan una mayor susceptibilidad al etanol en los animales neurointoxicados
con el GMS como consecuencia de una disminucién de la neurotransmision
GABAérgica (Jennes y cols. 1984; Di Giorgio y cols. 1985; Meister y cols. 1989;
Beas y cols. 1998) se apoyan en el presente estudio con la disminucién del
contenido cerebral del GABA determinada en los animales neurointoxicados con
el aminoéacido excitatorio.

Las concentraciones del GABA se realizaron en cerebro total y posiblemente la
medicion de las concentraciones cerebrales regionales aportarian mayor
informacién ya que las modificaciones en las concentraciones de un ligando
enddgeno por la manipulacion especifica con un farmaco, pueden enmascararse
al determinar ese ligando en cerebro total.

Especificamente, la posibilidad de que la mayor susceptibilidad al alcohol
dependa de cambios en los procesos farmacocinéticos se descarta en el
presente estudio, ya que los resultados de las observaciones sobre la evolucién
temporal de las concentraciones sanguineas y el célculo de los parametros

farmacocinéticos, no revelaron diferencias significativas entre el grupo de



animales neurointoxicados con el GMS y el grupo tratado neonatalmente con
solucion salina.

En relacion a la menor susceptibilidad que mostraron los animales
neurointoxicados con el GMS, tanto a los efectos agudos como a los crénicos de
los barbituricos, (mas marcada en el caso del tiopental), sugieren una relacion
con cambios permanentes en el SNC. A diferencia de lo que ocurre con el
etanol, en la edad adulta hay una susceptibilidad significativamente menor a los
efectos agudos y cronicos de los barbitiricos (tiopental, pentobarbital y
fanobarbital) como son la hipotérmia, la hipndsis y el efecto letal por depresion
respiratoria a nivel de bulbo raquideo. La menor susceptibilidad que presentan
los animales neurointoxicados, en relacion con los animales del grupo control,
posiblemente también estén ligadas con la reduccién de las concentraciones
cerebrales del GABA en los animales neurointoxicados, el umbral de excitabilidad
disminuye y por lo tanto se requieren dosis mas altas de los barbituricos para
inducir los efectos GABAérgicos inhibitorios, equivalentes a las dosis aplicadas al
grupo control. Al respecto se sabe que los barbitaricos se unen a un sitio
alostérico del receptor de GABA vy se facilita la accion GABAérgica inhibitoria al
aumentar la duracion de la apertura de los canales operados por el GABA.
Nuevamente, como se indicd, los cambios en el umbral de excitabilidad se
apoyan por la mayor susceptibilidad a las convulsiones eléctricas, a las
convulsiones quimicas inducidas con pentilenetetrazol y al “kindling” quimico
inducido por el metrazol en los animales neurointoxicados con el aminoacido
excitatorio. Los efectos diferenciales en la susceptibilidad a los barbituricos, adn

cuando el mecanismo de accién es el mismo, parecen depender de la diferente



capacidad que tienen estos agentes para ejercer un efecto facilitador
GABAEérgico. Al respecto se sabe que el pentobarbital ejerce un efecto facilitador
mas eficaz y como bloqueador de los canales de Ca™ operados por voltaje es
mas potente que el fenobarbital (Twyman y cols., 1989; Ffrench-Mullen, 1993;
Goodman y cols., 2000; Trevor y Way, 2001; Alexander y cols., 2001). Los
hechos que sugieren que la menor susceptibilidad al tiopental se asocia con
procesos farmacodinamicos no descarta la posibilidad de que estos cambios
dependan de modificaciones en los procesos farmacocinéticos.

Los tiobarbitdricos como el tiopental tienen un coeficiente de particiéon lipido/
agua muy alto y los animales neurointoxicados con el GMS presentan como
caracteristica distintiva una excesiva obesidad con alto contenido en grasa, lo
que propicia fendmenos de redistribucion del tiopental con la consecuente
acumulacion del compuesto en el tejido adiposo limitando su acceso al SNC y por
lo tanto, una menor intensidad de los efectos caracteristicos del tiopental. Aunado
a lo anterior, debemos considerar que el tiopental es un barbitdrico de induccién
y recuperacion rapida, el pentobarbital es un oxibarbittrico de accién intermedia
en tanto que el fenobarbital es de accién prolongada, aspectos farmacocinéticos
que se pueden correlacionar con la diferente susceptibilidad que presentan los
animales neurointoxicados a estos barbitaricos; incluyendo la susceptibilidad al
pentobarbital, demostrada por nuestro grupo (Gémez y cols., 1991).

Por otra parte, el incremento en la susceptibilidad al diazepam y al GABA,
probablemente también esté relacionado con la plasticidad sinaptica como
resultado del aumento en el nimero de receptores al GABA, si consideramos que

el mecanismo de accidn de las benzodiazepinas, a diferencia del etanol y de los



barbitaricos, implica su interaccion con un sitio de union especifico del complejo
macromolecular del receptor GABA, En estas condiciones, si en los animales
neurointoxicados el nimero de receptores para el neurotransmisor inhibitorio se
incrementa habrd una mayor respuesta al GABA exdgeno administrado, un mayor
ndmero de sitios de unidn para el diazepam y en consecuencia, un incremento en
la facilitacion presinaptica GABAérgica a la administracion de la benzodiazepina.
Con los resultados obtenidos en el presente estudio no se descarta la posibilidad
de que la mayor susceptibilidad a los depresores del SNC, en los casos de
neurotoxicidad neonatal con GMS, esté ligada a cambios en los procesos
farmacocinéticos de estos farmacos. El contenido de grasa de los animales
neurointoxicados con el GMS es ostensiblemente mayor en relaciébn a los
animales control; sin embargo, el tamafio del cerebro es significativamente menor
en los animales neurointoxicados, comparado con el peso cerebral de los
animales del grupo control. No obstante, hay que considerar que Ila
administracion de los agonistas GABAérgicos se realizé en funcién del peso
corporal.

Por otro lado, un aspecto que particularmente llama la atencion es que el peso
corporal se reduce drasticamente bajo condiciones de tratamiento cronico con el
etanol, los barbitdricos o el diazepam; la magnitud de la pérdida de peso corporal
oscil6 entre el 24 y el 50 % del peso corporal inicial, independientemente del farmaco
utilizado. En todos los casos, la diferencia fue altamente significativa (p < 0.001)
cuando se le aplicd la prueba de t pareada, sin embargo, desconocemos el
significado de estos hallazgos.

Por otra parte, la observacion de la baja frecuencia del estadio en estro de las ratas



neurointoxicadas con el GMS confirma, indirectamente, que la lesién ocurre a nivel
del ndcleo arqueado del hipotalamo, estructura que produce la hormona liberadora
de gonadotropinas y que en las células gonadotropas de la hipdfisis estimula la
secrecion de la hormona foliculo estimulante y de la hormona luteinizante,
responsables del estro.

Finalmente, el planteamiento de estas posibles explicaciones de los cambios en
la susceptibilidad de los animales neurointoxicados con el GMS a los agonistas
GABAérgicos, puede caer en el terreno especulativo, ya que su fundamentaciéon
implica otra serie de estudios como la cuantificacién del niUmero de receptores en
areas especificas del SNC. El propésito del presente estudio fue estudiar los
cambios en la susceptibilidad a los efectos farmacotoxicolégicos de los agonistas
GABAérgicos de los animales neurointoxicados con el aminoacido excitatorio,
qgque a dosis altas, constituye un agente excitotoxico. Mas alla del aspecto
mecanicista, es importante considerar el factor toxicolégico ligado al riesgo que
entrafia el consumo indiscriminado de alimentos que contienen GMS que,
potencialmente, podria comportarse como agente neurotoxico.

Cobra aun mayor relevancia toxicologica si el consumo del GMS se realiza
durante el embarazo, ya que el amino4cido excitatorio atraviese la barrera

placentaria y se pueden alcanzar concentraciones altas en el SNC del producto.



X. CONCLUSIONES

1. La neurotoxicidad provocada por la administracion del GMS, en la etapa
neonatal de los animales, induce alteraciones permanentes en los roedores, los
que en la edad adulta, son mas vulnerables a los efectos de farmacos como el
etanol, el diazepam y al GABA.

2. En contraste con la mayor susceptibilidad al etanol, al diazepam y al GABA
que presentan los animales neurointoxicados con el GMS, en éstos se observo
una menor susceptibilidad a los barbitdricos como el tiopental y el fenobarbital.

3. Independientemente del agonista GABAérgico administrado, hubo una pérdida
significativa del peso corporal en los animales neurointoxicados con el GMS, bajo
condiciones de administracién cronica de los diferentes farmacos.

4. La susceptibilidad diferencial a los agonistas GABAérgicos estudiados
depende de modificaciones en los procesos farmacodinamicos y farmacocinéticos
inducidos por el GMS.

5. Por analogia, potencialmente se producen cambios en la susceptibilidad a los
farmacos agonistas y antagonistas que interaccionan con los sistemas
neurotransmisores afectados por la neurotoxicidad inducida con el GMS.

6. El consumo indiscriminado del aminoacido excitatorio en los alimentos,
particularmente durante el embarazo, en dosis altas, puede dar lugar a

fendmenos de excitotoxicidad.



Xl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.

ABE M, SAITO My SHIMAZU T. Neuropeptide Y in specific hypothalamic
nuclei of rat treated neonatally with monosodium glutamate. Brain Res
1990; 24: 289-291.

ALEXANDER SPH, MATHIE A y PETERS JA. 2001 nomenclature
supplement. TIPS. Twelfth ed. 1-146, 2001.

ALl MM, BAWARI M, MISRA UK y BABU GN. Locomotor and learning
deficits in adult rats exposed to monosodium-L-glutamate during early life.
Neurosci Lett 2000; 284: 57-60.

AMMAR AC y NIGEL LP. Recent advances in amyotrophic lateral sclerosis.
Curr Opinion Neurol 2000; 13(4): 397-405.

ANTONI FA, KANYICSKA B, MEZEY E y MAKARA GB. Neonatal treatment
with monosodium-L-glutamate: differential effects on growth hormone and
prolactin release induced by morphine. Neuroendocrinology 1982;
35:231-235.

. APPEL SH. Excitotoxic neuronal cell death in amyotrophic sclerosis. TINS

1993; 16: 3-5.

ARAI A y LYNCH G. Factors regulating the magnitude of long-term
potentiation induced by theta pattern stimulation. Brain Res 1992; 598:173-
184.

AVOLI M. Excitatory amino acid receptors in the human epileptogenic
neocortex. Epilepsy Res 1991; 10: 33-40.

. BACHURIN S, TKACHENKO S, BASKIN I, LERMONTOVA N, MUKHINA T,

PETROVA L, USTINOV A, PROSHIN A, GRIGORIEV V, LUKOYANOV N,
PALYULIN V y ZEFIROV N. Neuroprotective and cognition-enhancing
properties of MK-801 fexible analogs. Structure-activity relationships. In:
Neuroprotective agents (Slikker W & Trembly B. Ed). Ann New York Acad
Sci 2001; 939: 219- 236.

10. BALBO SL, GRAVENA C, BONFLEUR ML y DE FREITAS MPC. Insulin

secretion and acetylcholinesterase activity in monosodium I-glutamate-induced
obese mice. Hormone Research 2000; 54: 186-191.

11. BARNES JM y HENLEY JM. Molecular characteristics of excitatory amino

acid receptors. Prog Neurobiol 1992; 39: 113-133.

12. BASHIR ZI, BORTOLOTTO ZA, DAVIES CH, BERRETA N, IRVING AJ, SEAL

AJ, HENLEY JM, JANE DE, WATKINS JC y COLLINGRIDGE GL. Induction of
LTP in the hippocampus need synaptic activation of glutamate metabotropic
receptors. Nature 1993; 363: 347-350.



13. BAWIN SM, SATMARY WM Y ADEY WR. Roles of the NMDA and
quisqualate/kainate receptors in the induction and expression of kindled bursts
in rat hippocampal slices. Epilepsy Res 1993; 15: 7-13.

14. BEAS ZC, SANCHEZ RMY, URENA GME Y FERIA VA. Effect of neonatal
exposure to monosodium L-glutamate on regional GABA release during
postnatal development. Neurochem Internac 1998; 33: 217-232.

15. BEN-ARI Y, TREMBRAY E y OTTERSEN OP. Injection of kainic acid into
the amygdaloid complex of the rat: an electrographic, clinical and
histological study in relation to the pathology of epilepsy. Neurosci 1980;
5:515-528.

16. BLISS TVP y COLLINGRIDGE GL. A synaptic model of memory; long-
term potentiation in the hippocampus. Nature 1993; 361: 31-39.

17. BODNAR RJ, PORTZLINE T, y NILAVER G. Differential alterations in
opiolds analgesia following neonatal MSG treatament. Brain Res Bull
1985; 15: 299-305.

18. BODNAR RJ, MANN EP, ROMERO MT y TRUESDELL. Loss of morphine
hyperphagia following neonatal monosodium glutamate tretament in rat.
Life Sci 1986; 38: 947-950.

19. BONDY SC y LEE DK. Oxidative stress induced by glutamate receptor
agonists. Brain Res 1993; 610: 229-233.

20. BORMANN J. The ‘ABC’ of GABA receptors. TIPS 2000; 21: 16-19.

21. BORTOLOTTO ZA Y COLLINGRIDGE GL. Characterization of LTP
induced by the activation of glutamate metabotropic receptors in area CAl
of the hippocampus. Neuropharmacol 1993; 32: 1-9.

22. BOWEN DM. Treatment of Alzheimer's disease. Molecular pathology
versus neurotransmitter-based therapy. Br J Psychiat 1990; 157: 327-
330.

23. BROWN TH, CHAPMAN PF, KAIRISS EW y KEENAN CL. Long-term
synaptic potentiation. Science 1988; 242: 724-727.

24.BULLOCK R, ZAUNER A, MYSEROS JS, MARMAROU A, WOODWARD
JJ y JOUNG HF. Evidence for prolonged release of excitatory amino acids
in severe human head trauma. Relationship to clinical events. Ann New
York Acad Sci 1995; 765: 290-297.

25.BURDEN RM, SCHAINER B y KAIYES J. Monosodium glutamate: arcuate
effect of oral and subcutaneous administration of the arcuate nucleus.
Nature 1974; 233: 58-60.

26. CAGAN RH, TORII Ky KARE MR. Biochemical studies of glutamate taste
receptors: the synergistic taste effect of L-glutamate an 5’-ribonucleotides.
Glutamic acid: Advances in Biochemistry and Physiology (Filer et al
Ed.), Raven Press NY, 1979; 1-9.



27. CAMPOS SAE, GOMEZ AC, SANVICENTE SL, CASTELLANOS PC,
AGUILAR MH, SERVIN HD y LUJAN EM. Susceptibilidad a las
convulsiones inducidas eléctricamente en el ratén tratado neonatalmente
con glutamato monosddico. XXXIV Congreso Nacional de Ciencias
Fisiolégicas, Colima, Col., 1991.

28.CAMPOS SAE, ROLDAN RG, GALINDO MA, VARGAS GA, GOMEZ AC,
LUJAN EM y CASTELLANOS PC. Los ratones tratados con glutamato
monosaédico en la etapa neonatal son mas sensibles al “kindling” inducido
por el pentilentetrazol. XXXVII Congreso Nacional de Ciencias
Fisiol6gicas, Mérida, Yuc., 1994.

29. CARLSSON M y CARLSSON A. Interactions between glutamatergic and
monoaminergic systems within the basal ganglia-implications for schizophrenia
and Parkinson's disease. TINS 1990; 13: 272-276.

30. CASTELLANOS PCA. Cambios en la excitabilidad neuronal en la rata y el
ratobn producidos por el tratamiento neonatal con Glutamato monosddico.
Tesis de Maestria en Biologia Experimental, Universidad Autonoma
Metropolitana, 1995.

31. CASTELLANOS CA, ROLDAN G, GOMEZ C, VARGAS GA, GALINDO
MA, ROMAN RR y CAMPOS SAE. Enhancement of pentylenetetrazol-
induced kindling in mice treated neonatally with monosodium glutamate.
Proc Wes Pharmacol Soc 1998; 41: 53-54.

32. CAZEVIEILLE CH, MULLER A, MEYNIER F y BONNE C. Superoxide and
nitric oxide cooperation in hypoxia/reoxigenation-induced neuron injury.
Free Rad Biol Med 1993; 14: 389-395.

33. COLLINGRIDGE GL y LESTER RAJ. Excitatory amino acid receptors in the
vertebrate central nervous system. Pharmacol Rev 1989; 40: 143-208.

34. COLLINGRIDGE GL y SINGER W. Excitatory amino acids receptors and
synaptic plasticity. TIPS 1990; 11: 290-296.

35.COYLE JT. Neurotoxic action of kainic acid. J Neurochem 1983; 41: 1-11.

36. COYLE JT y SCHWARCZ R. Lesion of striatal neurones with kainic acid
provides a model for Huntington’s chorea. Nature 1976; 263: 244-246.

37. CUMMINS JT, SACK My VON HUNGEN K. The effect of chronic ethanol
on glutamate binding in human and rat brain. Life Sci 1990; 47: 877-882.

38. CURTIS DR y WATKINS JC. The excitation and depression of spinal neurons
by structurally related aminoacids. J Neurochem 1960; 6: 117-141.

39. CHAMBILLE | y SERVIERE J. Neurotoxic effects of neonatal injections of
monosodium L-glutamate (L-MSG) on the retinal ganglion cell layer of the



golden hamster: anatomical and functional consequences on the circadian
system. J Comp Neurol 1993; 338: 67-82.

40. CHIZH B, HEADLEY PMy TZSCHENETKE TM. NMDA receptors antagonists
as analgesics: focus on the NR2B subtype. TIPS 2001; 22: 636-642.

41. DALBY NO y THOMSEN CH. Modulation of seizure activity in mice by
metabotropic glutamate receptor ligands. J Pharmacol Exp Ther 1996; 276:
516-522.

42. DANYSZ W, PARSONS CG, BRESINK | y QUACK G. Glutamate in disorders.
Drug News Perspect 1995; 8: 261-277.

43. DAWSON VL, DAWSON TM, BARTLEY DA, ULI GR y SNYDER SH.
Mechanisms of nitric oxide-mediated neurotoxicity in primary brain cultures.
J Neurosci 1993; 13: 2651-266.

44. DAWSON VL, DAWSON TM, LONDON ED, BRED DS y SNYDER SH.
Nitric oxide mediate glutamate neurotoxicity in primary cortical culture.
Proc Acad Sci USA 1991; 88: 6368-6371.

45. De BLASI A, CONN PJ, PIN JP y NICOLETTI F. Molecular determinants of
metabotropic glutamate receptors signaling. TIPS 2001; 22: 114-120.

46. DEV KK, NAKANISHI S y HENLEY JM. Regulation of mglu7 receptors by
proteins that interact with the intracellular C-terminus. TIPS 2001; 22: 355-
361.

47. Diario Oficial de la Federaciéon. Norma Oficial Mexicana. NOM-062-
Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio, miércoles 22 de agosto de 2001; 113-160.

48. DI GIORGIO RM, DE LUCA GC, GAROFALO MP, CONTI C y LENTILE R.
GABA-ergic system in brain regions of glutamate-lesioned rats. Italian J
Biochem 1985; 34(1):19-28.

49. DINGLEDINE R, BORGES K, BOWIE D y TRAYNELIS S. The glutamate
receptors ion channels. Pharmacol Rev 1999; 51: 8-61.

50. DINGLEDINE R y CONN PJ. Peripheral glutamate receptors: molecular
biology and role in taste sensation. J Nutrition 2000; 130: 1039-1042.

51. DINGLEDINE R, MCBAIN CJ y McNAMARA JO. Excitatory amino acid
receptors in epilepsy. TIPS 1990; 11:334-338.

52. DOLNIKOFF M, HIDALGO MA, MACHADO UF, LIMA FB y HERRERA E.
Decreased lipolysis and enhanced glycerol and glucose utilization by
adipose tissue prior to development of obesity in monosodium glutamate
(MSG) treated-rats. Internac. J Obesity Related Metabolic Disorders
2001; 25: 426-433.



53. DRAY A, URBAN L y DICKENSON A. Pharmacology of chronic pain. TIPS
1994; 15: 190-197.

54. ERECINSKA M y SILVER IA. Metabolism and role of glutamate in
mammalian brain. Prog Neurobiol 1990; 35: 245-296.

55. FAGG GE y FOSTER AC. Amino acid neurotransmitters and their
pathways in mammalian central nervous system. Neurosci 1983; 9(4): 701-
719.

56. FERNSTROM JD y GOLDSMITH PC. Exogenous glutamate enhances
glutamate receptor subunit expression during selective neuronal injury in
the ventral arcuate nucleus of posnatal mice. Neuroendocrinology 1998;
68(2): 77-78.

57. FILER L.J. Glutamic acid: Advances in biochemistry and physiology,
Raven Press, NY, 1979.

58. FFRENCH-MULLEN JMH, BARKER JL y ROGAWSKI MA. Calcium
current block by (-)-pentobarbital, phenobarbital and CHEB but not (+)-
pentobarbital in acutely isolated hippocampal CA1l neurons: comparison
with effects on GABA-activated CI" current. J Neurosci 1993; 13: 3211-
3221.

59. FRIEDER B y GRIMM VE. Prenatal monosodium glutamate causes long-
lasting cholinergic and adrenergic changes in various brain regions. J
Neurochem 1987; 48: 1359-1365.

60. FRIEDMAN LK, PELLEGRINI-GIAMPIETRO DE, SPERBER EF,
BENNETT MV y MOSSHE SL. Kainate-induced status epilepticus alters
glutamate GABA receptors gene expression in adult rat hippocampus.: an
in situ hybridization study. J Neurosci 1994; 14: 2697-2707.

61. GILL SS, MULLER RW, McGUIRE PF y PULIDO OM. Potential target
sites in peripheral tissues for excitatory neurotransmission and
excitotoxicity. Toxicol Pathol 2000; 28: 277-284.

62. GLOWINSKY Jy IVERSEN LL. Regional studies of catecholamines in the
rat brain-1. The disposition of *H-Norepinephrine , *H-Dopamine and °H-
Dopa in various regions of the brain. J Neurochem 1966; 3: 655-669.

63. GOLZAN HY, BEN-ARI Y. NMDA receptor redox sites: are they target for
selective neuronal protection ?. TIPS 1995; 16: 368-374.

64. GOMEZ C, LUJAN M, RODRIGUEZ R, SERVIN D y CAMPOS-
SEPULVEDA AE. Neonatal monosodium glutamate reduced pentobarbital
hypnotic suceptibility in adult mice. Proc West Pharmacol Soc 1991; 34:
469-471.



65. GREENAMYRE JT. The role of glutamate in neurotransmission and neurologic
disease. Arch Neurol 1986; 43:1058-1063.

66. GREENAMYRE JT, MARAGOS WF, ALBIN RL, PENNEY JB y YOUNG AB.
Glutamate transmission and toxicity in Alzheimer's disease. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiat 1988; 12: 421-430.

67. GOODMAN AG, HARDMAN JG, LIMBRID LE. Goodman & Gilman's. The
Pharmacological Basis of Therapeutics, Ten Ed. McGraw-Hill, 2000.

68. HAYASHI T. Effects of sodium glutamate on the nervous system. Br J Med
1954, 3: 183-192.

69. HEVERS W y LUDDENS H. The diversity of GABA. receptors.
Pharmacological and electrophysiological properties of GABA. channel
subtypes. Mol Neurobiol 1998; 18: 35-86.

70. HEYWOOD R y WORDEN AN. Glutamate toxicity in laboratory animals. En.
Glutamic acid: Advances in Biochemistry and Physiology (Filer, Ed.) Raven
Press, NY, 1979; 203-215.

71. HIKIJI M, TOMITA H, ONO M, FUJIWARA Y y AKIYAMA K. Increase of
kainate receptor mRNA in the hippocampal CA3 of amygdala-kindled rats
detected by in situ hybridation. Life Sci 1993; 53: 857-864.

72. HOFFMAN PL, RABE CS, MOSES F y TABAKOFF B. N-methyl-D-
aspartate receptors and ethanol inhibition of calcium flux and cyclic GMP
production. J Neurochem 1989; 52:1937-1940.

73. HOWARD AD, McALLISTER G, FEIGHNER SD, LIU Q, NARGUND RP
VAN der PLOEG LHT y PATCHETT AA. Orphan G-protein-coupled
receptors and natural ligand discovery. TIPS 2001; 22: 406-408.

74. HYMAN BT, PENNEY JB, BLACKSTONE CD y YOUNG AB. Localization of
non-N-methyl-D-aspartate glutamate receptors in normal and Alzheimer
hippocampal formation. Ann Neurol 1994; 35:31-37.

75. ISHIDA M, SAITOH T y SHINOZAKI H. A new metabotropic glutamate
receptor agonist: developmental change of its sensitivity to receptors in the
newborn rat spinal cord. Neurosci Lett 1993; 160:156-158.

76. IVERSEN LL. MK-801 (Dizocilpine maleate )-NMDA receptor antagonist. Res
Biochem Internat 1994; X(1): 1-4.

77. VERSEN L, MULVIHILL E, HALDELMAN B, DIEMER NH, KAISER F,
SHEARDOWN M y KRISTENSEN P. Changes in metabotropic glutamate
receptor mRNA levels following global ischemia: increase of a putative
presynaptic subtype (mGIuR4) in highily vulnerable brain rat areas. J
Neurochem 1994; 63: 625-633.

78. IWASE M, YAMAMOTO M, LINO K, ICHIKAWA K, SHINOHARA N,
YOSHINARI M y FUJISHIMA M. Obesity induced by neonatal monosodium



glutamate treatment in spontaneously hypertensive rats: an animal model
of multiple risk factors. Hypertension Res 1998; 21: 1-6.

79. JACQUIN TG, PASQUIER C, GILLET B, BELOEIL JC y CHAMPAGNAT J.
Metabolic acidosis induced by N-methyl-D-aspartate in brain slices of the
neonatal rat: P-and H-magnetic resonanse espectroscopy. J Neurosci Lett
1988; 92: 258-290.

80. JENNES L, STUMP WE, BISSETTE G y NEMEROFF CB. Monosodium
glutamate lesions in rat hypothalamus studied by immunohistochemistry for
gonadotropin releasinghormone, neurotensin, tyrosine hydroxylase and
glutamic acid decarboxylasa and by autoradlography for (*H)estradiol. Brain
Res 1984; 308: 245-253.

81. JONES AW y SCHUBERTH J. Computer-aided headspace gas
chromatography applied to blood-alcoholanalysis: importance of online
process control. J Forensic Sci 1989; 34: 1116-1127.

82. KATZ RJ. Neonatal monosodium glutamate differentially alters two models of
behavioral activity in conjunction with reduced hypothalamic endorphins.
Physiol Behav 1983; 31: 147-151.

83. KIENDROWSK L, COSTA E y WROBLEWSKI JT. Glutamate receptor
agonists stimulate nitric oxide syntase in primary cultures of cerebelar
granule cells. J Neurochem 1992; 58: 335-341.

84. KIM TW, KANG KB, CHOUNG HK, PARK KH y KIM DM. Elevated
glutamate levels in the vitreous body on an in vivo model of optic nerve
ischemia. Arch Ophthalmology 2000; 118: 533-536.

85. KINOSHITA, Monosodium glutamate. Merck Index 1961; U.S. pats
3,002,889 y 3,003,925.

86. KIZER JS, NEMEROFF, CHB y YOUNGBLOOD WW. Neurotoxic amino acid
and structurally related analogs. Pharmacol Rev 1978; 29: 301-318.

87. KOROSHETZ W y MOSKOWITZ MM. Emerging treatment for stroke in
humans. TIPS 1996; 17: 227-233.

88. KORPI ER. Role of GABA, receptors in the actions of alcohol and in
alcoholism: Recent advances. Alcohol 1994; 29:115

89. KOVACS M, KINEMAN RD, SCHALLY AV, FLERKO B y FROHMAN LA.
Increase in MRNA concentration of pituitary receptors for growth hormone-
releasing hormone and growth hormone secretagogues after neonatal
monosodium glutamate treatment. J Neuroendocrinology 2000; 12: 335-
341.

90. KRICKA LJ y CLARK PMS. Biochemistry of alcohol and alcoholism.
University of Birmingham, John Wiley & Sons, 1979.



91. KRIEGER D, y KIZER JS. Brain ACTH and endorphin reduced in rat with
monosodium glutamate-induced arcuate nuclear lesions. Nature 1979;
278: 562-563.

92. KUBO T, KOHIRA R, OKANO T y ISHIKAWA K. Neonatal glutamate can
destroy the hippocampal CA1l structure and impair discrimination learning
in rats. Brain Res 1993; 616: 311-314.

93. LAFON-CAZAL M, PIETRI S, CULCASI M, y BOCKAERT J. NMDA-depent
superoxide production and neurotoxicity. Nature 1993; 364: 535-537.

94. LAHTINEN H, CASTREN E, MIETTINEN R, YLINEN A, PALJARVI L y
RIEKKINEN PJ. NMDA-sensitive (*H) glutamate binding in the epileptic rat
hippocampus: an autoradiographic study. Neuroreport 1993; 4: 45-48.

95. LAWLOR BA y DAVIS KL. Does modulation of glutamatergic function
represent a viable therapeutic strategy in Alzheimer's disease ?. Biol Psychiat
1992; 31: 337-350.

96. LESSER JB, KOORN R, VLOKA JD, KURODA MM y THYS DM. The
interaction of temperature with thiopental and etomidate on extracellular
dopamine and glutamate levels in Wistar-kyoto rats subjected to forebrain
ischemia. Acta Anaest Scan 1999; 43: 989-998.

97. LITCHFIELD JT y WILCOXON F. A simplified method of evaluating dose-
effect experiments. J Pharmacol Exp Ther 1949; 96: 99-113.

98. LORENE MN, CHANTAL M, LONGSTRETH WT y VALERIE M.
Population-based case-control study of amyotrophic lateral sclerosis in
western Washington State. Am J Epidemiol 2000; 151: 164-173.

99. LUCAS DR y NEWHOUSE JP. The toxic effect of sodium L-glutamate on the
inner layers of the retina. AMA Arch Ophthalmol 1957; 58: 193-201.

100. MACHO L, FICKOVA MJ y ZORAD S. Late effects of posnatal
administration of monosodium glutamate on insulin action in adult rats.
Physiol Res 2000; 49: 79-85.

101. MAREN S, TOCCO G, STANDLEY S, BRAUDRY My THOMSON
RF. Postsynaptic factors in the expression of the long-term potentiation
(LTP): increased glutamate receptor binding following LTP induction in
vivo. Proc Natl Aacad Sci USA 1993; 90: 9654-9658.

102. MARINI AM, CHOI J y LABUTTA R. Synaptic deprivation and age-
related vulnerability to hypoxic-ischemic neuronal injury. A hypothesis. In:
Neuroprotective agents (Slikker &Trembly Ed.). Ann New York Acad Sci
2001; 939: 238-253.

103. MARTINKOVA A, LENHARDT L y MOZES S. Effect of neonatal
MSG treatment on day-night alkaline phosphatase activity in the rat
duodenum. Physiol Res 2000; 49: 339-345.



104. MASU M, NAKAJIMA Y, MORIYOSHI K, ISHII T, AKAZAWA Cy
NAKANASHI S. Molecular characterization of NMDA and metabotropic
glutamate receptors. In: Neuroprotective agents (Slikker W & Trembly Ed.).
Ann New York Acad Sci 2001; 939:153-163.

105. MATHIS C y UNGERER A. Comparative analysis of seizures
induced by intracerebroventricular administration of NMDA, kainate and
guisqualate in mice. Exp Brain Res 1992; 88: 277-282.

106. MATYJA E y ALBRETCH J. Ultrastructural evidence that mercuric
chloride lower the threshold for glutamate neurotoxicity in an organotypic
culture of rat cerebellum. Neurosci Lett 1993; 158:155-158.

107. McDONALD JW, FIX AS, TIZZANO JP y SCHOEPP DD. Seizures
and brain injury in neonatal rats induced by 1s,3r-acpd, a metabotropic
glutamate receptor agonist. J Neurosci 1993; 13: 4445-4455.

108. McGAUGH JL e IZQUIERDO I. The contribution of pharmacology to
the research on the mechanism of memoria formation. TIPS 2000; 21: 208-
210.

109. McNAMARA, J. O. The neurobiological basis of epilepsy. TINS
1992; 15: 357-359.

110. McNAMARA JO. Excitatory amino acid receptors and epilepsy. Curr
Opin Neurol Neurosurg 1993; 6: 583-587.

111. MEISTER B, CECCATELLI S, HOKFELT T, ANDEN NE, ANDEN My
THEODORSSON E. Neurotransmitter, neuropeptides and binding sites in the
mediobasal hypothalamus: effects of monosodium glutamate (MSG) lesions.
Exp Brain Res 1989; 76: 343-368.

112. MEISTER B. Monosodium glutamate (MSG) lesions. En: Lesions and
transplantation (Conn, P. Michael Ed.). Serie: Methods in Neurosciences.
USA, Acad Press, vol 7, 1991.

113. MELDRUM B y GARTHWAITE J. Excitatory amino acids
neurotoxicity and neurodegenerative disease. TIPS 1990; 11: 379-387.

114. MELDRUM BS. Excitatory amino acids receptors and their role in
epilepsy and cerebral ischemia. Ann New York Acad Sci 1995; 757: 492-505.

115. MILLER LC y TAINTER ML. Estimation of ED50 and its error by means
of Logarithmic-Probit graph paper. Proc Soc Biol Med 1944; 57: 261-265.

116. MISKOWIAK B, KESA B, LIMANOWSKI A, PARTYKA My FILIPIAK
B. Long-term effect of neonatal monosodium glutamate (MSG) treatment on



reproductive system of the female rat. Folia Morphologica 1999; 58: 105-
113.

117. MISTLBERGER RE y ANTLE MC. Neonatal monosodium glutamate
alters circadian organization of feeding, food anticipatory activity and
photic masking in the rat. Brain Res 1999; 842: 73-83.

118. MODY | y McDONALD JF. NMDA receptor-dependent excitotoxicity:
the role of intracellular Ca™ release. TIPS 1995; 16: 356-3509.

119. MORHENN VB, WALEH NS, MANSBRIDGE JN, UNSON D,
ZOLOTOREV A, CLINE Py TOLL L. Evidence for an NMDA receptor subunit
in human keratinocytes. Eur J Pharmacol 1994; 268: 409-414.

120. MORI N, WADA JA y KUMASHIRO H. Transfer between kindling
induced either by I-glutamate or |-aspartate and electrical estimulation in
rats. Brain Res 1989; 498:163-166.

121. MORRIS MJ, TORTELLI CF, FILIPPIS A y PROIETTO J. Reduce
BAT function as a mechanism for obesity in the hypophagic, neuropeptide
Y deficient monosodium glutamate-treated rat. Regulatory Peptides
1998; 76: 441-447.

122. MORONI F, LUZZI S, FRANCHI-MICHELLI S y ZILLETTI L. The
presence of N-methyl-D-aspartate-type receptors for glutamic acid in the
guinea pig myenteric plexus. Neurosci Lett 1986; 68: 57-72..

123. NAKAGAWA T, UKAI K, OHYAMA T, GOMITA y OKAMURA H.
Effects of chronic administration of sibutramine on body weight, food intake
and motor activity in neonatally monosodium glutamate-tretated obese
female rats: relationship of antiobesity effect with monoamines.
Experimental Animal 2000; 49: 239-249.

124. NAKAJIMA Y, IWAKABE H, AKAZAWA C, NAWA H, SHIGEMOTO
R, MIZUNO N y NAKANISHI S. Molecular characterization of a novel
retinal metabotropic glutamate receptor mGIuR6 with a high agonist
selectivity for L-2-amino-4-phosphonobutyrate. J Biol Chem 1993;
263:11868-11873.

125. NESTOROS JN. Ethanol specifically potentiates GABA-mediated
neurotransmission in feline cerebral cortex. Science 1980; 209: 708-710.

126. NICOLETTI F, BRUNO V, COPANI A, CASABONA G y KNOPFEL T.
Metabotropic glutamate receptors: a new target for the therapy of
neurodegenerative disorders ?. TINS 1996; 19: 267-271.



127. NIE Z, YUAN X, MADAMBA SG y SIGGINS GR. Ethanol decreases
glutamatergic synaptic transmission in rat nucleus accumbens in vitro:
naloxona reversal. J Pharmacol Exp Ther 1993; 266:1705-1712.

128. NOVELLI A, REILLY JA, LYSKO PG y HENNEBERRY RC.
Glutamate becomes neurotoxic via the N-methyl-D-aspartate receptor
when intracellular energy levels are reduced. Brain Res 1988; 451: 205-
212.

129. OBRENOVITCH TP. Quinolinic acid accumulation during
neuroinflammation. Does it imply excitotoxicity ?. In: Neuroprotective
agents (Slikker & Trembly Ed.). Ann New York Acad Sci 2001; 939: 1-10.

130. OKAMOTO N, HORIS S, AKAZAWA C, HAYASHI Y, SHIGEMOTO
R, MIZUNO N y NAKANISHI S. molecular characterization of a new
metabotropic glutamate receptor mGIuR7 coupled to inhibitory cyclic AMP
signal transduction. J Biol Chem 1994; 269: 1231-1236.

131. OLNEY JW. Brain lesions, obesity and other disturbances in mice
treated with monosodium glutamate. Science 1969; 164: 717-721.

132. OLNEY JW. Glutamate-induced necrosis in the infant mouse
hypothalamus. J Neuropathol Exp Neurol 1972; 31: 75-90.

133. OLNEY JW, RHEE V y HO LO. Kainic acid: a powerful neurotoxic
analogue of glutamate. Brain Res 1974; 77: 507-512.

134. OLNEY JW, RHEE V y GUBAREFF T. Neurotoxic effects of
glutamate on mouse in area postrema. Brain Res 1977; 120: 151-157.

135. OLNEY JW, FULLERT y DE GUBAREFF T. Acute dendrotoxic
changes in the hippocampus of kainate treated rats. Brain Res 1979; 176:
91-100.

136. OLNEY JW, FULLER TA, COLLINS RC y DE GUBAREFF T.
Systemic dipiperidinoethane mimics the convulsivant and neurotoxic
actions of kainic acid. Brain Res 1980; 200: 231-235.

137. OLNEY JW. Excitatory amino acids and neuropsychiatric disorders.
Biol Psychiatry 1989; 26: 505-525.

138. OLNEY JW. Excitotoxic amino acids and neuropsychiatric disorders.
Annu Rev Pharmacol Toxicol 1990; 30: 47-71.

139. OPS. Codigos internacionales de ética de la investigacién. Bol
Sanit Panam 1990; 108. 625-641.

140. PARK CH, CHOI SH, PIA'Y, KIM HS, JEONG SJ, RAH JC, LEE JH,
CHANG K, JUNG YJ y SUH YH. Glutamate and aspartate impair memory



retention and damage hypothalamic neurons in adult mice. Toxicol Lett
2000; 115: 117-125.

141. PAUWELS PJ y LEYSEN JE. Blockade of nitric oxide formation does
not prevent glutamate-induced neurotoxicity in neuronal cultures from rat
hippocampus. Neurosci Lett 1992; 143: 27-30.

142. PELAEZ B, BLAZQUEZ JL, PASTOR FE, SANCHEZ A y AMAT P.
Lectinhistochemistry and ultrastructure of microglia response to
monosodium glutamate-mediated neurotoxicity in arcuate nucleus. Histol
Histopathol 1999; 14: 165-174.

143. PEOPLES RW y TABAKOFF B. The role of the NMDA receptors in
ethanol withdrawal. EXS 1994; 71:61

144, PEREZ VJ y OLNEY JW. Accumulation of glutamic acid in the
arcuate nucleus of the hypothalamus of the infant mouse following
subcutaneous administration of monosodium glutamate. J Neurochem
1972; 19: 1777-1782.

145. PHILLIS JW y WALTER GA. Hypoxia/hypotension evoked release
of glutamate and aspartate from the rat cerebral cortex. Neurosci Lett
1989; 106: 147-151.

146. PIOMELLI D, GIUFFRIDA A, CALIGNANO A y FONSECA FR. The
endocannabinoid system as a target for therapeutic drugs. TIPS 2000; 21:
218-224.

147. PITTALUGA A y RAITERI M. N-metthyl-D-aspartatic acid (NMDA)
and non-NMDA receptor regulating hippocampal norepinephrine release.
Location on axon terminals and pharmacological characterization. J
Pharmacol Exp Ther 1992; 260: 232-237.

148. PORTER RHP y ROBERTS PJ. Glutamate metabotropic receptor
activation in neonatal rat cerebral cortex by sulphur-containing excitatory
amino acids. Neurosci Lett 1993; 154:78-80.

149. PREZEAU L, CARRETTE J, HELPAP B, CURRY K, PIN JP y
BOCKATERT J. Pharmacological characterization of metabotropic
glutamate receptors in several types of brain cells in primary cultures. Mol
Pharmacol 1994; 45: 570-577.

150. RASSNICK S, D’AMICO E, RILEY E, PULVIRENTI L,
ZIEGLGANSBERGER W y KOOB GF. GABA and nucleus accumbens
glutamate neurotransmission modulate ethanol self-administration in rats.
Ann New York Acad Sci 1992; 654: 502-505.



151. RETZ KC y COYLE JT. Effects of kainic acid on high-energy
metabolites in the mouse striatum. J Neurochem 1982; 38: 196 -203.

152. RIEDEL G y REYMANN K. An antagonist of the metabotropic
glutamate receptor prevests LTP in dentate gyrus of freely moving rat.
Neuropharmacology 1993; 32: 929-931.

153. ROMAGNANO MA, CHAFEL TL, PILCHER WH y JOSEPH SA. The
distribution of enkephalin in the medio-basal hypothalamus of the mouse
brain. Bain Res 1982; 236: 479-504.

154, ROTHMAN SM. Exitotoxins: possible mechanisms of action. Ann
New York Acad Sci 1992; 132-139.

155. SCALLET AC y OLNEY JW. Component of hypothalamic obesity:
bipiridyl-mustard lesions add hyperphagia to monosodium glutamate
induced hyperinsulinemia. Brain Res 1986; 374: 380-384.

156. SCHAWARCZ R, SCHOLZ D y COYLE JT. Structure activity relation
for the neurotoxicity of kainic acid derivates and glutamate analogues.
Neuropharmacology 1978; 17: 145-151.

157. SCHATZKI A, McMILLIAN M y MILLER LG. Glutamate, kainate and
guisqualate enhance GABA-dependent chloride uptake in cortex. Brai Res
Bull 1990; 25: 239-243.

158. SCHOEPP DD y CONN PJ. Metabotropic glutamate receptors in brain
function and pathology. TIPS 1993; 14: 13-20.

159. SCHRODER H, BECKER A y LOSSNER B. Glutamate binding to
brain membranes increased in pentylenetetrazole-kindled rat. J
Neurochem 1993; 60: 1007-1011.

160. SHIN C. TAMAKI Y, WILSON JT, BUTLER L y SAKAGUCHI T.
NMDA-receptor mediated electrical epileptogenesis in the organotypic
culture of rat hippocampus. Brain Res 1992; 589:129-134.

161. SIMPSON EL, GOLD RM, STANDISH LJ y PELLETT PL. Axon-
sparing brain lesioning technique: the use of monosodium-L-glutamate and
other amino acids. Science 1977; 198: 515-517.

162. SINSKY M y DONNERER J. Evidence for a neurotransmitter role of
glutamate in guinea pig myenteric plexus neurons. Neurosci Lett 1998;
258: 109-112.

163. SKERRY TM y GENEVER PG. Glutamate signalling in non-neuronal
tissues. TIPS 2001; 22: 174-181.



164. SMIRNOVA T, LAROCHE S, ERRNGTON ML, HICKS AA, BLISS
TVP y MALLET J. Transsynaptic expression of a presynaptic glutamate
receptor during hippocampal long-term potentiation. Science 1993: 262:
433-436.

165. STAUBLI U, ROGERS G y LYNCH G. Facilitation of glutamate
receptors enhances memory. Proc Natl Acad Sci 1994; 91: 777-781.

166. STERMAN M., KATER CE, EGAMI M, SENNA DE ANDRADE | Y
MARMO MR. Neonatal treatment with monosodium glutamate increases
plasma corticosterone in the rat. Neuroendocrinology 1988; 48:465-649.

167. STONE TW. CNS Neurotransmitters and Neuromodulators:
Glutamate, CRC Press, USA, 1995.

168. STONE TW, PERKINS MN, COLLINS JF y CURRY K. Activity of
the enantiomers of |-amino-5-phosphono-valeric acid stereospecific
antagonists of excitatory amino acids. Neurosci 1981; 6: 2249-2252.

169. STRICKER-KRONGRAD A, BURLET C y BECK B. Behavioral
deficits in monosodium glutamate rats: specific changes in the structure of
feeding behavior. Life Sci 1998; 62: 2127-2132.

170. SUKHANOV SN, DE ANDRADE IS, DOLINKOFF MS y FERREIRA
AT. Neonatal monosodium glutamate treatment alters rat intestinal muscle
reactivity to some agonists. European J Pharmacology 1999; 386(2-3):
247-252.

171. SUZDAK PD, SCHWARTZ RD, SKOLNICK P Y PAUL SM. Ethanol
stimulate Gamma-aminobutiric acid receptor-mediated chloride transport in
rat brain. Proc Natl Acad Sci USA 1986; 83: 4071-4075.

172. TANABE Y, NOMURA A, MASU M, SHIGEMOTO R, MIZUNO Ny
NAKANISHI S. Signal transduction, pharmacological properties, and
expression patterns of two rat metabotropic glutamate receptor, mGIuR3
and mGIluR4. J Neurosci 1993; 13:1372-1378.

173. TADOKORO S, HIGUCHI Y, KURIBARA H, OKUIZUMI K.
Behavioral suppression induced by oral administration of monosodium L-
glutamate in rats. Pharmacol Biochem Behav 1974; 2: 619-625.

174. TAUKULIS HK y BRAKE LD. Therapeutic and hypothermic
properties of diazepam altered by a diazepam-chloropromazine
association. Pharmacol Biochem Behav 1986; 34: 1-6.

175. TANG-CHRISTENSEN M, HOLST JJ, HARTMANN B y VRANG N.
The arcuate nucleus is pivotal in mediating the anorectic effects of centally
administered leptin. Neuroreport 1999; 10: 1183-1187.



176. TANG-CHRISTENSEN M, VRANG N y LARSEN PJ. Glucagon-like
peptide (7-36) amide’s central inhibition of feeding and peripheral inhibition
of drinking are abolished by neonatal monosodium glutamate treatment.
Diabetes 1998; 47: 530-537.

177. TICKU MK y KULKARNI SK. Molecular interactions of ethanol with
GABAergic system and potential RO15-4513 as an ethanol antagonist.
Pharmacol Biochem Behav 1988; 30: 501-510.

178. TOKAREV D y JEZOVA D. Effect of nitric oxide inhibition on blood
pressure and corticosterone response in adult rats neonatally treated with
glutamate. Physiological Research 2000; 49: 87-94.

179. TOKUYAMA K y HIMMS-HAGEN J. Brown adipose tissure
thermogenesis, and obesity of glutamate-trated mice. Am J Physiol 1986;
251: 407-415.

180. TREVOR AJ y WAY WL. Sedantes hipnéticos. En: Farmacologia
basicay clinica. (Katzung BG, Ed.), El Manual Moderno, 82. Ed., 2001.

181. TRENDELENBURG U, MUSKUS A, FLEMING WW y GOMEZ-
ALONSO de la SIERRA B. Modification by reserpine of the action of
sympathomimetic in spinal cats; a classification of sympathetic amines. J
Pharmacol 1962; 138: 170-180.

182. TSAI G, GASTFRIEND DR y COYLE JT. The glutamatergic basis of
human alcoholism. Am J Psychiat 1995; 152: 332-340.

183. TWYMAN RE, ROGERS CS y MACDONALD RL. Differential
regulation of GABA receptors channels by diazepam and phenobarbital.
Ann Neurol 1989; 25: 213-220.

184. VARGAS GJA. Aumento en la sensibilidad al glutamato monosédico
(GMS) en ratones tratados neonatalmente con el propio GMS. Tésis para
obtener el titulo de Bidlogo, Facultad de Ciencias, UNAM, 1996.

185. VINCENT SL, SORENSEN | y BENES FM. Localization and high-
resolution imaging of cortical neurotransmitter compartments using
conofocal laser scanning microscopy: GABA and glutamate interaction in
rat cortex. Res Rep 1991; 11: 628-634.

186. WALAS | y FONUM F. The effect of parenteral glutamate treatment
on the localization of neurotransmitters in the mediobasal hypothalamus.
Brain Res 1978; 153:549-562.



187. WATKINS JC, KROGSGAAR-LASEN P y HONORE T. Structure-
activity realtionships in the development of excitatory amino acid receptor
agonists and competitive antagonists. TIPS 1990; 11: 25-33.

188. WILLETTS J, BALSTER RL y LEANDER D. The behavioral
pharmacology of NMDA receptor antagonists. TIPS 1990; 11: 423-428.

189. WINDER DG, SMITH T y CONN PJ. Pharmacological diferentiation
of metabotropic receptor couppled to pontentiation of cyclic adenosine
monophosfate responces and phospoinositide hidrolisis. J Pharmcol Exp
Ther 1993; 266: 796-803.

190. WINN P, STONE TW, LATINIER M, HASTINGS MH. y CLARK AJ
M. A comparison of excitotoxic lesions of the basal forebrain by
kainate,ibotenate, quinolinate, N-methyl-D-aspartate or quisqualate, and
the effects on toxicity of 2-amino-5-phosphovaleric acid and kynurenico
acid in the rat. Br J Pharmacol 1991; 102: 904-908.

191. WISDEN W y SEEBURG PH. Mammalian ionotropic glutamate
receptors. Curr Opin Neurobiol 1993; 3: 291-298.

192. WOODS JH, KATZ JL y WINGER G. Benzodiazepines: Use, abuse
and consequences. Pharmacol Rev 1992: 44: 151-347.

193. WONG ML, SMITH MA, LICINIO J, DOI SQ, WEISS SB, POST RM
y GOLD PW. Differential effects of kindled and electrically induced
seizures on a glutamate receptor (GLUR1) gene expression. Epilepsy Res
1993; 14: 221-227.

194. YAKSH TL. Future advances in pain pharmacology: what does the
present say about the futute ? Proc West Pharmacol Soc 2002; 45: 211-
218.

195. YOUNG E, OLNEY J y AKIL H. Selective alterations of opiate
receptor subtypes in monosodium glutamate-treated rats. J Neurochem
1983; 40:1558-1564.

196. YOUNG RSK, PETROFF OAC, AQUILA WJ y YATES J. Effects of
glutamate, quisqualate, and N-methyl-D-aspartate in neonatal brain. Exp
Neurol 1991; 111: 362-368.

197. ZACZEK R, NELSON M y COYLE JT. Kainic acid neurotoxicity and
seizures. Neuropharmacology 1981; 20: 183-189.

198. ZACZEK R y COYLE JT. Excitatory amino acid analogues:
neurotoxicity and seizures. Neuropharmacology 1982; 21: 15-26.



199. ZECCA L, ZAMBOTTI F, ZONTA N y MANTEGAZZA P.
Determination of g-aminobutyric acid areas by high-performance liquid
chromatography of dansyl derivatives with ultraviolet detection. J
Chromatogr 1982; 233: 307-312.

200. ZEEVALK GD y NICKLAS WJ. Chemically induced hypoglycemia
and anoxia:relationships to glutamate receptor-mediated toxicity in retina. J
Pharmacol Exp Ther 1990; 253: 1285 -1292.

201. ZELENA D, JEZOVA D, ACS Z y MAKARA GB. Monosodium
glutamate lesions inhibit the N-methyl-D-aspartate-induced growth
hormone but not prolactin release in rat. Life Sci 1998; 62: 2065-2072.

202. ZHANG J, VALATX JL, JOUVENT M. Effects of hypophysectomy on
the sleep of neonatally monosodium glutamate-treated rats. Brain Res
1988; 21: 897-903.

203. ZHANG D, PAN ZH, AWOBULUYI M y LIPTON SA. Structure and
function of GABAC receptors: a comparison of native versus recombinant
receptors. TIPS 2001; 22: 121-131.

204. ZHU H y BARR GA. Opiate withdrawal during development: are
NMDA receptors indispensable ?. TIPS 2001; 22: 404-408.

205. ZIVIN JA y CHOI DW. Stroke therapy. Scientific American 1991; 36-
43.

206. ZORUMSKY CF e ISENBERG KE. Insights into the structure and

function of GABA-benzodiazepine receptors. lon channels and psychiatry.
Am J Psychiatry 1991; 148: 162-173.



