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RESUMEN

La administración neonatal de glutamato monosódico (GMS) en el ratón, causa

neurotoxicidad en el Sistema Nervioso Central (SNC) que resulta en alteraciones

neuroqímicas, endocrinas, metabólicas y conductuales. Dentro de los sistemas

neuroquímicos afectados se encuentra la neurotransmisión GABAérgica. En este

trabajo se estudió el efecto del tratamiento neonatal en el ratón y la rata con el GMS

(2 mg/g sc el 2º y 4º día posnatal, seguida de 4 mg/g el 6º, 8º y 10º  día posnatal)

sobre la susceptibilidad al efecto hipotérmico, hipnótico 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 µg/5µl, ic), cinco a seis meses después del

tratamiento con el GMS. El grupo control fue tratado solamente con el vehículo

(solución salina). También se estudió la susceptibilidad de los animales

neurointoxicados y en los controles a la administración crónica de los agonistas

GABAérgicos, durante 30 días. 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 evolución temporal de las concentraciones sanguíneas del alcohol por

cromatografía de gases y se calcularon los parámetros farmacocinéticos. También se

determinaron por cromatografía líquida de alta resolución (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 días un frotis vaginal

para determinar el perfil del ciclo estral. El tratamiento noeonatal con el GMS

incrementa significativamente la susceptibilidad al efecto hipotérmico, hipnótico y



letal del etanol, del diazepam y del GABA bajo condiciones de administración aguda

y crónica (administración diaria durante 30 días) y disminuye significativamente la

susceptibilidad a los mismos efectos del tiopental y del fenobarbital aministrados

aguda y crónicamente (durante 30 días), comparados con la susceptibilidad del

grupo control. Hubo una disminución 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 administración crónica de los fármacos, independientemente del agonista

GABAérgico.  Las curvas de evolución temporal de las concentraciones sanguíneas

del etanol no mostraron diferencias significativas. Las concentraciones cerebrales de

GABA fueron significativamente menores en los animales neurointoxicados. El perfil

citológico vaginal de las ratas neurointoxicadas defiere significativamente del perfil

citológico vaginal del grupo control. Concluimos que la administración 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 farmacodinámicos 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 excitotóxico.



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 2nd and 4th days after

birth followed by 4 mg/g on days 6th,  8th and 10th) 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 µg/5 µl, 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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I. INTRODUCCION

El glutamato monosódico (GMS) es la sal monosódica del ácido glutámico (GLU),

principal y más abundante neurotransmisor excitatorio en el Sistema Nervioso

Central (SNC) de los mamíferos. El ácido glutámico (GLU) es un aminoácido

dicarboxílico no esencial que forma parte de la mayoría de las proteínas, es

precursor de varias  moléculas de interés biológico como el glutatión y el ácido fólico

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 ácido γ-amino butírico (GABA), que en contraste con el GLU, es el

principal y más abundante neurotransmisor inhibitorio en el SNC de los mamíferos

(Fagg y Foster, 1983; Erecinska y Silver, 1990; Greenamyre, 1986; Danysz y cols.,

1995). El GMS es un polvo blanco inodoro, con intenso sabor a carne y se

presenta como prismas cristalinos rómbicos que son muy solubles en agua e

insolubles en etanol. Su fórmula semidesarrollada es HOOC-CH(NH2)-CH2-CH2-

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 levógira del GLU y se puede

obtener sintéticamente por la acción del Micrococcus glutamicus sobre

carbohidratos provenientes de vegetales.

Por otra parte, existe información 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 Ikeda demostró que el agente

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



hecho se escaló e industrializó la producción del GMS y se incrementó

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 demostró  que la

administración de aminoácidos dicarboxílicos como el GLU y otros agentes

estructuralmente relacionados, en dosis altas, inducen neurotoxicidad en

roedores neonatos, estos hallazgos fueron ampliamente confirmados y

extendidos para otras especies. Al respecto se sabe que la neurotoxicidad

provocada por la administración de GMS da lugar a alteraciones neuroquímicas,

neuroendocrinas, metabólicas y conductuales (Lucas y Newhouse, 1957; Olney,

1969; Olney, 1972; Olney y cols., 1977; Olney y 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 información que existe sobre la neurotoxicidad inducida

por el aminoácido 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 farmacológico son los sistemas

neuroquímicos afectados por el aminoácido 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).



II. ANTECEDENTES

1. El GLU como neurotransmisor excitatorio

El SNC contiene altas concentraciones de algunos aminoácidos, en particular el

GLU, el aspartato (ASP) y el GABA, ampliamente distribuidos en el encéfalo y

cuya capacidad para alterar la función neuronal es muy potente y específica

(Erecinska y Silver, 1990; Fagg y Foster, 1983; Greenamyre, 1986; Stone, 1995;

Danysz y cols., 1995).  En términos generales los aminoácidos dicarboxílicos

como el GLU y el ASP despolarizan la membrana neuronal e inducen potenciales

postsinápticos excitatorios (PPSE), en tanto que los  aminoácidos

monocarboxílicos como el GABA, la glicina y la taurina se comportan como

neurotransmisores inhibitorios, es decir hiperpolarizan la membrana neuronal e

inducen potenciales postsinápticos 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

más abundante neurotransmisor excitatorio en el SNC de los  mamíferos y se

sabe que más del 70% de las sinapsis excitatorias utilizan como neurotransmisor

al GLU. Los antecedentes que sustentan su función como neurotransmisor datan

de hace ya casi medio siglo, cuando se informó que la administración del

glutamato induce importantes efectos en el SNC (Hayashi, 1954). Posteriormente,

se demostró que el GLU se libera de tejido cerebral durante la transmisión

sináptica evocada y que existe un mecanismo de alta afinidad de captura del

GLU por la membrana presináptica selectivamente localizada en ciertas

poblaciones neuronales (vías nerviosas glutamatérgicas). En la presinapsis dicho

GLU es almacenado en vesículas sinápticas para ser liberado cuando tales fibras



nerviosas son estimuladas; se ha demostardo que la liberación presináptica 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). Más recientemente, con el desarrollo de antagonistas

selectivos de los efectos de los aminoácidos excitatorios, se han identificado los

sitios de unión del GLU en el SNC. Adicionalmente, con el empleo de métodos

electrofisiológicos, neuroquímicos, inmunocitoquímicos y  farmacológicos  ha sido

posible el mapeo de las vías glutamatérgicas (Tabla I) y, en cierta medida, la

identificación, distribución y caracterización de los diferentes tipos y subtipos de

receptores, así como los mecanismos de transducción de señales a los que se

encuentran acoplados los receptores del GLU en el SNC (Tabla II y III).  Con

base en lo anterior, se considera que el GLU reúne las características para ser

considerado genuinamente como neurotransmisor (Erecinska y Silver, 1990; Fagg

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

A. Aspectos neurofisiológicos.

Como ya se mencionó, el GLU es el principal y más abundante neurotransmisor

excitatorio en el SNC de los mamíferos y participa normalmente en la mayoría de las

sinapsis excitatorias para la neurotransmisión rápida, en diversas  áreas del SNC

(Curtis y Watkins, 1960; Collingridge y Lester, 1989; Nicoletti y cols., 1996).

La neurotransmisión glutamatérgica se encuentra involucrada de manera

sobresaliente en la plasticidad neuronal como la Potenciación a Largo Plazo (LTP),

fenómeno que resulta de la estimulación de alta frecuencia y que da lugar a una

mayor eficiencia sináptica, dicho evento está muy relacionado con el proceso del



TABLA I. Principales vías glutamatérgicas mejor caracterizadas desde el punto de
vista neuroanatómico, neurofisiológico, neuroquímico y farmacológico (adaptado de
Stone, 1995).

           O R I G E N                             B L A N C O

  Neocorteza
  Neocorteza de asociación y comisural
  caudado-putamen; sustancia nigra;
  núcleo pontino;   médula espinal

  Corteza entorrinal   Fascia dentata

  Fascia dentata   CA4 de hipocampo
  CA3 de hipocampo

  Hipocampo (CA3)   CA1 de hipocampo incluyendo colateral de Schaffer
  Núcleos laterales del deptum

 Cerebelo (cél. granulares)   Corteza de cerebelo, estrato molecular

  Núcleo 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 amácrinas y ganglionares de la retina

Células ganglionares de la
retina   Colículo superior

Fibras nerviosas cocleares   Núcleo coclear

Fibras aferentes primarias
espinales

  Médula espinal, núcleo gracilis y cuneado



aprendizaje y la consolidación 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 Izquierdo, 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 señalar

que el GLU también está relacionado con el tipo opuesto de plasticidad neuronal: la

Depresión a Largo Plazo (LTD). La información disponible indica que lo que

determina la presentación de la LTP o la LTD, depende del tipo de receptor, de su

localización, de la frecuencia y patrón de estimulación del receptor sináptico; la

neurotransmisión glutamatérgica también está involucrada en los procesos de la

visión (Nakajima y cols., 1993; Kim y cols., 2000), de la audición, de la nocicepción

aguda y en el dolor crónico relacionado con procesos inflamatorios (Chizh y cols.,

2001; Obrenovitch, 2001; Dray y cols., 1994; Yaksh, 2002). También hay evidencia

de su participación en el desarrollo de la dependencia o en la expresión del síndrome

de abstinencia a algunos psicofármacos como los opioides (Zhu y Barr, 2001;

Howard y cols., 2001), así como en los efectos agudos y crónicos del etanol,

incluyendo el síndrome 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 aminoácido excitatorio es el precursor del ácido γ-aminobutírico (GABA),

principal neurotransmisor inhibitorio en mamíferos y se acepta que, en gran medida,

la homeostasis  de la excitabilidad neuronal depende del equilibrio entre la

neurotransmisión glutamatérgica y la neurotransmisión GABAérgica (Filer, 1979;

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



Las diversas vías que utilizan al GLU como neurotransmisor en el SNC se han

caracterizado mediante técnicas electrofisiológicas, inmunocitoquímicas y

farmacológicas. A continuación se resumen las vías glutamatérgicas mejor

caracterizadas (Stone, 1995; Fagg y Foster, 1983; Erecinska y Silver, 1990; Vincent y

cols., 1991):

1. Vías que emergen de la corteza frontal hasta regiones cerebrales ricas en

dopamina como el cuerpo estriado, el tubérculo olfatorio, el núcleo acumbens y la

sustancia nigra.

2. Vías que van de la corteza sensorial y motora al núcleo rojo, núcleo pontino,

núcleo cuneado y a la médula espinal; vías que van de la corteza entorrinal, piriforme

 y medio frontal a la amígdala.

3. Vías de la corteza piriforme al tálamo, de corteza visual al núcleo geniculado

lateral y al colículo superior.

4. Vías 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 subículo al núcleo acumbens, hipotálamo 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 Schaffer y las fibras comisurales.

7. La neurotransmisión glutamatérgica se ha caracterizado en varias vías sensoriales

como en los nervios auditivos que terminan en el núcleo 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 neuroquímicos

Se sabe que tanto los efectos inducidos por la neurotransmisión normal como bajo

condiciones de excitotoxicidad, son mediados por  receptores específicos para el

GLU. Así se han identificado receptores para agonistas del GLU como el N-metil-D-

aspartato (NMDA), el ácido kaínico (KA), el ácido alfa-amino-2,3-dihidro-5-metil-3-

oxo-4-isoxazol propiónico (AMPA) y el L-AP4, lo que ha permitido clasificar a estos

sitios de unión en receptores ionotrópicos (NMDA y no NMDA) y, en receptores

metabotrópicos los que se encuentran acoplados a proteínas G como mecanismo de

transducción de señales (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 farmacológico,

electrofisiológico y molecular, dos tipos de receptores acoplados a canales iónicos

dependientes de ligando (receptores ionotrópicos), 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 II). Este tipo de receptores tienen en común,

desde el  punto de vista molecular, el poseer varias subunidades transmembranales

y estar acoplados a canales iónicos 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 actúa 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

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



(Bachurin y cols., 2001).

Como se puede apreciar en la Tabla III, a la fecha se han caracterizado ocho

subtipos de receptores metabotrópicos  (mGluR1 al mGluR8), cuya característica

molecular común es la de poseer siete dominios transmembranales y emplear como

mecanismo de transducción de señales a la superfamilia de proteínas reguladoras de

nucleótidos de guanina (Proteínas G). Algunos receptores metabotrópicos se

encuentran acoplados de manera inhibitoria a través de Gi/o al efector adenil ciclasa

(mGluR2, mGluR3, mGluR4, mGluR6, mGluR7 y el mGluR8), lo que da lugar a una

reducción en la síntesis del 3 ,5 -adenosinmonofosfato cíclico (AMPc); en tanto que

otros receptores metabotrópicos (mGlugluR1 y mGluR5) a través de Gq/11 se

encuentran acoplados  a la Fosfolipasa C, cuya activación induce un incremento en

las concentraciones intracelulares de segundos mensajeros como el 1,4,5-trifosfato

de inositol (IP3) 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;  Dev y cols., 2001; Alexander y

cols., 2001).

En algunos casos, como en las células de la retina, se ha descrito que la activación

del mGluR6, incrementa las concentraciones del AMPc (Winder y cols., 1993).

Es importante señalar que recientemente se han descrito diversos subtipos e

isoformas adicionales de receptores glutamatéricos con propiedades fisiológicas y

farmacológicas diferentes, los que incluso han sido clonados; así mismo se han

desarrollado numerosos agonistas y antagonistas selectivos para los diferentes tipos

y subtipos de receptores (Tabla II, III y IV), algunos de ellos con alto potencial

terapéutico y que se encuentran en diferentes fases de investigación preclínica y



clínica (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 atención 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 órganos como: el corazón, los

pulmones, el hígado, los riñones, los testículos, el timo, las glándulas adrenales y,

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 cols., 2000; Sinsky y Donnerer, 1998; Skerry y Genever, 2001; Morhenn y

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

C. Aspectos neuropatológicos.

A pesar de su función normal como neurotransmisor excitatorio, se sabe que la

administración exógena 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 alteración en la neurotransmisión glutamatérgica se ha relacionado con



TABLA II. Clasificación de los receptores ionotrópicos al glutamato. Se indican los
agonistas y antagonistas selectivos, los bloqueadores de los canales y los
radioligandos que han servido para la caracterización de los receptores. También se
indican los efectores y se da información sobre la estructura molecular (Alexander y
cols., 2001)

Nomenclatura               N M D A
Glutamato        Glicina

A M P A       Kainato

Agonista selectivo
    NMDA                    Glicina
L-aspartato                 D-serina
D,L(tetrazol-5-il)glicina

AMPA
(S)-5-fluorowilla-
rdina

Kainato,  ácido do-
moico,   ATPA
LY339434
(S)-5-iodowillardin
(2S,4R)-4-metil glu
tamato

Antagonista selectivo D-AP5         5,7-iclorokinurenato
CGS19755                MNQX
CGP37849               L689560
LY233053

       NBQX
    LY293558
GYK153655 (no
Competitivo)
       ATPO

    LY294486

Bloqueador del canal Mg++

Dizocilpina(MK801)
Ketamina                       ____
Fenciclidina

Poliaminas
intracelulares,
Argiotoxina y
Jorotoxina.

Poliaminas
intrace-
lulares

Radioligando [3H]CPP, [3H]Glicina
[3H]CGS19755 [3H]L689560
[3H]CGP39653 [3H]MDL10551
[3H]dizocilpina

[3H]AMPA
[3H]CNQX

[3H]Kainato
[3H](2S,4R)-4-me-
til glutamato

Efector Int. Na+ / K+ / Mg++ Int. Na+/K+/Ca++ Int. Na+/K+/Ca++

Información estructural

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

Ensamblaje de
cuatro (GluR1-4)
subunidades
homo o hetero-
oligoméricas.

Ensamblaje de va-
rias subunidades
homo o hetero-
oligoméricas
(GluR5-7, KA1 o
KA2)





TABLA IV.  Fármacos que afectan el sistema glutamatérgico desarrollados o en fase
                    de desarrollo (adaptada de Danysz y cols., 1995).
  FARMACO         ACCION              APLICACION     FASE
Amantadina Bloqueador NMDA Antiparkinsoniano Mercado
Budipina Bloqueador NMDA Antiparkinsoniano Clínica III
Carvedilol Bloqueador NMDA Neuroprotector Mercado
Felbamato Bloqueador NMDA Antiepiléptico Mercado
Flupirtina Bloqueador NMDA Analgésico, antiepiléptico Mercado
Memantina Bloqueador NMDA Demencia y espasticidad Mercado
Cerestat Bloqueador NMDA Trauma, ataque apopléjico (AA) Clínica II
Remacemida Bloqueador NMDA Antiepiléptico, Huntington, AA Clínica II
ADCI Bloqueador NMDA Antiepiléptico Preclínica
Araxin Bloqueador NMDA Neuroprotector Preclínica
BI-II-277CL Bloqueador NMDA Ataque apopléjico (AA) Preclínica
ES-242s Bloqueador NMDA Neuroprotector Preclínica
FR-115427 Bloqueador NMDA Neuroprotector Preclínica
WIN-83480-2 Bloqueador NMDA Ataque apopléjico (AA) Preclínica
Selfotel Competitivo NMDA Ataque apopléjico (AA) Clínica III
SDZ-EAA-494 Competitivo NMDA Antiepiléptico Clínica II
AY-12316 Competitivo NMDA Neuroprotector Preclínica
LY-274614 Competitivo NMDA Antiepiléptico Preclínica
MDL-100453 Competitivo NMDA Antiepiléptico, neuroprotector Preclínica
N7 Competitivo NMDA Neuropatia Preclínica
NPC-17742 Competitivo NMDA Antiepiléptico, neuropatía, AA Preclínica
D-cicloserina Agonista glicina Demencia Clínica II
ACEA-1011 Antagonista glicina Analgésia. AA Preclínica
ACPC Agonista glicina Ataque apopléjico Clínica I
7Cl-iokinurénico Antagonista glicina Neuroprotector Preclínica
4Cl-iokinurénico Antagonista glicina Huntington Preclínica
L-701,253 Antagonista glicina Antiepiléptico Preclínica
L-701,324 Antagonista glicina Antipsicótico, analgésuco Preclínica
M-241249 Antagonista glicina Ataque apopléjico Preclínica
MDL-102288 Antagonista glicina Neuroprotector, ansiolítico Preclínica
GVS-111 Modulador NMDA Aumento cognición Preclínica
Eliprodil Antagon poliaminas Neuroprotector Clínica II/III
LY-215490 Antagonista AMPA Antiepiléptico Clínica I
YM-900/YM90K Antagonista AMPA Ataque apopléjico Clínica I
NBQX Antagonista AMPA Trauma Preclínica
NS-377 Antagonista AMPA Neuroprotector, demencia Preclínica
SYM-2101 Agonista AMPA Antiepiléptico. Taque apopléjico Preclínica
AMPAkines Modulador+ AMPA Demencia Clínica I
IDRA-21 Modulador+ AMPA Demencia Preclínica
Lamotrigina Inhibe liberac. GLU Antiepiléptico Mercado
Riluzole Antagonista GLU ? Demencia, antiepiléptico, Clínica II/III
Ipenoxazona Antagonista GLU ? Demencia, antiespasmódico Clínica II
BW-619C89 Inhibe liberac. GLU Ataque apopléjico Clínica II



varias neuropatologías agudas como la isquemia cerebral, el trauma con hipoxia, el

choque hipoglucémico, el efecto de algunos neurotóxicos exógenos, condiciones

patológicas que se han correlacionado con la liberación presináptica excesiva del

GLU (Phillis y Walter, 1989; Zeevalk y Nicklas, 1990; Iversen y cols., 1994) o con la

menor recaptura presináptica del GLU que, de comportarse como un aminoácido

excitatorio, se convierte en un neurotransmisor excitotóxico 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 disfunción de la

neurotransmisión glutamatérgica también se relaciona con varias  neuropatologías

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 administración exógena de

agonistas glutamatérgicos como el ácido kaínico que induce lesiones en las

neuronas del cuerpo estriado, constituye un modelo experimental de la Corea de

Huntington (Coyle y Schwarcz, 1976). La alteración en la neurotransmisión

glutamatérgica, también  está relacionada con enfermedades degenerativas de

motoneuronas, como la esclerosis amiotrófica lateral  y el neurolatirismo (Appel,

1993; Ammar y Nigel, 2000; Lorene y cols., 2000). Por la alta incidencia y la

importancia que revisten estas patologías, se han realizado numerosos esfuerzos



para el desarrollo de nuevos fármacos como neuroprotectores, ansiolíticos,

analgésicos, antiparkinsonianos, para el tratamiento de la demencia y la epilepsia,

considerando como blanco farmacológico la neurotransmisión glutamatérgica, ya sea

a nivel de la liberación del GLU o con el empleo de agonistas y antagonistas

(TABLAS II, III 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 administración exógena del

GMS y de otros agonistas como el ácido kaínico, el ácido iboténico, el ácido

quiscuálico o el N-metil-D-aspartato (NMDA) se caracteriza por un prominente edema

del soma neuronal y de las dendritas, dilatación del retículo endoplásmico, ruptura de

la citoarquitectura acompañada con depleción de fosfatos de alta energía 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;

Winn y cols., 1991; Young y cols., 1991). Los axones y elementos no neurales no son

afectados. El efecto neurotóxico del GMS, el cual culmina con la muerte neuronal, se

atribuye al  efecto excitatorio mediado por sus receptores específicos, cuya

concentración incrementada en la vecindad neuronal crea un estado de continua

despolarización 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 aminoácidos excitatorios, el estrés oxidativo desencadenado por la activación de

los receptores específicos que generan especies reactivas de oxígeno contribuyen al

efecto citolítico (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 ratón, este fenómeno 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). Además,  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 administración del GMS se

ha caracterizado plenamente desde el punto de vista morfológico, neuroquímico,

endocrino y metabólico y, en menor grado, desde el punto de vista conductual.

Dentro de las regiones cerebrales afectadas por la neurotoxicidad, se puede señalar

a la eminencia media del hipotálamo, al núcleo arqueado del hipotálamo, el área

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 órgano subfornical, el giro dentado, el colículo 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 síntesis o liberación de varias hormonas como la

adrenocorticotrópica (ACTH), la hormona del crecimiento, la estimulante del tiroides,

la luteinizante, la estimulante del folículo 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

metabólicas dan lugar a la obesidad, disminución del crecimiento, alteraciones de la

termorregulación,  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 alteración 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 biosíntesis, en la concentración 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 ácido glutámico 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 núcleo arqueado del hipotálamo

(Krieger y Kizer, 1979; Meister y cols., 1989; Romagnano,  1982; Bodnar y cols.,

1985 y 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 número 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 aminoácido

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

excitotóxicos del GMS.

En relación a la susceptibilidad que muestran los animales neurointoxicados con el

GMS, se sabe que éstos son menos susceptibles al pentobarbital (Gómez y cols.,

1991) y más susceptibles a las convulsiones inducidas por la estimulación eléctrica

(Campos y cols., 1991; Wong y cols., 1993), así como a las provocadas

químicamente 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, además, que los ratones neurointoxicados son más

vulnerables al kindling  químico 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 músculo 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. Fármacos depresores del SNC y neurotransmisión glutamatérgica y
GABAérgica.

Los fármacos contemplados en el presente estudio (etanol, tiopental,

fenobarbital, diazepam y GABA) pertenecen a distintos grupos químicos (excepto

los barbitúricos fenobarbital y el tiopental) y tienen  características

farmacocinéticas diferentes; sin  embargo, en términos generales tienen en

común el mecanismo de acción, interactúan con el complejo macromolecular

GABAA-receptor-canal de cloro constituido por cinco subunidades (α1, β2 y γ2),

incrementan la conductancia al cloro e induce la hiperpolarización neuronal,

dando lugar a un potencial posináptico inhibitorio (PPSI) que se manifiesta como

un efecto depresor del SNC. Dicho  mecanismo de acción explica los efectos

ansiolítico, sedantes-hipnóticos y anticonvulsivantes de este tipo de fármacos, así

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 consideró que sus efectos se ejercían

a través de un mecanismo totalmente inespecífico. Al igual que otros depresores

del SNC como los barbitúricos y los anestésicos generales, se proponía que,

como resultado del coeficiente de partición lípido/agua alto, estos se disolvían y



fluidificaban o estabilizaban las membranas celulares e interferían con la función

normal de los canales iónicos modificando la excitabilidad celular. Actualmente se

acepta que, aún cuando no se ha identificado un receptor específico para el

etanol, éste modifica la función de los canales iónicos dependientes de ligando,

activados tanto por aminoácidos excitatorios como el GLU, como por aminoácidos

inhibitorios como el GABA. En este sentido se sabe que el etanol, al igual que los

neuroesteroides y algunos anestésicos generales, incrementa la inhibición

sináptica mediada por el GABA a través de un sitio modulador del receptor al

GABAA 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 farmacológico, los hechos que sustentan lo

anterior es que otros agonistas GABAérgicos sinergizan los efectos del etanol y

que los antagonistas del receptor GABAA  como la bicuculina inhiben el

incremento de la conductancia al cloro e inhiben los efectos sedantes y atáxicos

inducidos por el etanol. También existe evidencia de la participación de la

neurotransmisión GABAérgica en el desarrollo de la tolerancia y de la

dependencia física al etanol.

Respecto a las acciones del alcohol etílico sobre la neurotransmisión

glutamatérgica, se sabe que la administración aguda del etanol interfiere con la

actividad glutamatérgica al inhibir la actividad del receptor NMDA del GLU; en

tanto que bajo el consumo crónico del alcohol, se produce una persistente

inhibición del receptor NMDA lo que da lugar al desarrollo de supersensibilidad

que se manifiesta cuando se suspende el consumo del etanol. En este sentido los

efectos neurobiológicos del alcoholismo, como la intoxicación, las



manifestaciones del síndrome de abstinencia, el delirium tremens, el síndrome de

Wernicke-Korsakoff y el síndrome alcohólico fetal, parece explicarse por las

acciones del etanol sobre la neurotransmisión glutamatérgica (Hoffman y

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 barbitúricos como el fenobarbital, el pentobarbital y el tiopental

podemos señalar que su mecanismo de acción también implica un incremento de

la inhibición sináptica mediada por el GABAA. Al respecto se sabe que los

barbitúricos se unen a un sitio alostérico del receptor, lo que induce una

facilitación GABAérgica inhibitoria. Los barbitúricos aumentan la duración de la

apertura de los canales operados por el GABA y a concentraciones más altas

activan directamente al canal de cloro. Este tipo de fármacos también interfieren

con la acción de los aminoácidos excitatorios como el GLU; diferencialmente, el

pentobarbital ejerce un efecto facilitador GABAérgico más 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 presinápticas y la inhibición de la

liberación de neurotransmisores como el GLU, con la subsecuente reducción de

la transmisión excitatoria. Estas acciones de los barbitúricos explican el mayor

efecto depresor sobre el SNC y el menor margen de seguridad en relación 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 acción de las benzodiazepinas, a diferencia del etanol y de los

barbitúricos, implica su interacción con un sitio de unión específico al receptor del

GABA (heterooligómero de cinco subunidades). Se sabe que se requiere de las

subunidades α y γ para la unión de las benzodiazepinas. Mediante la clonación

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 unión al receptor GABAA, es un incremento en la facilitación

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 señalar que existe otro tipo de

receptor al GABA, el receptor GABAB, que en contraste con el receptor el GABAA,

funcionalmente es un receptor metabotrópico acoplado a las proteínas G y

constituido molecularmente de siete dominios transmembranales y cuyos

agonistas son diferentes a las benzodiazepinas y a los barbitúricos (Bormann,

2000); más recientemente se ha descrito un receptor GABAc con características

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

III. JUSTIFICACION

Existe evidencia que señala que en la etapa neonatal de varias especies animales, la

neurotoxicidad inducida por el GMS, se manifiesta como alteraciones neuroquímicas,

neuroendocrinas, metabólicas y conductuales; sin embargo, hay poca información de

los cambios en la susceptibilidad que muestran los animales neurointoxicados con el

aminoácido excitatorio, a fármacos que se sabe ejercen sus efectos a través de la



interacción con los sistemas neurotransmisores afectados por la neurotoxicidad.

Además, es importante destacar que el GMS posee propiedades únicas 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 farmacotoxicológico.

IV. HIPOTESIS.

Si en el periodo neonatal de los roedores la neurotoxicidad inducida por el GMS

provoca alteraciones permanentes en la neurotransmisión GABAérgica, se espera

que existan modificaciones en la susceptibilidad a los fármacos que ejercen sus

efectos a través de la interacción 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  diazepam y al GABA.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inducir neurotoxicidad en roedores (rata y ratón) con la administración subcutánea

del GMS en el período 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 y el

GABA) en la edad adulta, bajo condiciones de administración 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 señalados, bajo condiciones de administración crónica

(durante 30 días), así 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 citológico vaginal durante 30 días 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 evolución temporal de las

concentraciones sanguíneas del etanol en el ratón neurointoxicado con el GMS,

respecto al control.

9.   Inferir, con base en los resultados, si los cambios en la susceptibilidad a los

fármacos estudiados están relacionados con modificaciones en los procesos

farmacocinéticos y farmacodinámicos inducidos por el neurotóxico.

VII. 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 clínicamente sanos.

Los animales se aparearon en jaulas de acrílico (16 cm de ancho  x 20 cm de largo x

15 cm de alto), provistas de cama de viruta esterilizada, a razón 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 óptimas condiciones higiénicas; también se mantuvieron en

condiciones ambientales controladas de temperatura (20 ± 2 oC) y de humedad

relativa (55 ± 3%) e iluminación (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 preñadas, se colocaron individualmente en las jaulas de acrílico

con las dimensiones señaladas anteriormente y se estuvo atento al día del

nacimiento.

También se emplearon ratas macho y hembras de 200 a 250 g de peso, de la cepa

de Wistar; se aparearon a razón de tres hembras por un macho y fueron colocadas

en jaulas de acrílico (55 cm de largo x 31 cm de ancho x 21 cm de alto).  Los estudios

fueron desarrollados siguiendo las normas internacionales para la investigación

biomédica con animales (OPS, 1990) y de acuerdo a las especificaciones técnicas

para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio, NOM-062-ZOO-

1999 (Diario Oficial de la Federación, 2001).

2. Procedimiento para inducir la neurotoxicidad con el GMS.

El día del nacimiento, las diferentes camadas de rata y ratón se distribuyeron

aleatoriamente en dos grupos: I. Experimental (neurointoxicados con el GMS) y II.

Control (con solución salina isotónica).

El grupo I recibió por vía subcutánea 2 mg/g de peso corporal de GMS (Sigma

Chemical) disuelto en agua destilada el segundo y cuarto día posnatal,  y 4 mg/g de

peso corporal, el sexto, octavo y décimo día posnatal (Meister y cols.,1989; Chambille

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



de la solución 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 acrílico, 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 crónica a los

agonistas GABAérgicos contemplados en el estudio (etanol, tiopental, fenobarbital,

diazepam); en el caso del GABA sólo se realizó el estudio de susceptibilidad aguda.

3. Estudios de susceptibilidad a los agonistas GABAérgicos.

A. Susceptibilidad bajo la administración aguda y crónica de etanol

Tanto en los ratones neurointoxicados (grupo I) como en los del grupo control (grupo

II) se realizaron curvas de dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnótico y letal

del etanol administrado agudamente por vía intraperitoneal a varias dosis (2.0, 2.6,

3.0 y 3.5 g/kg). Se emplearon 10 ratones macho por cada dosis y grupo. El etanol se

administró a intervalos de un minuto e inmediatamente se colocaron los animales en

recipientes de vidrio para su observación continua durante las primeras cuatro horas.

Se determinó la duración del efecto hipnótico (considerado desde el momento de la

pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su recuperación) y se registró la

temperatura rectal basal (antes de la administración del alcohol) a través de un

teletermómetro rectal (YSI instruments) a los 30, 60 y 120 min después de la

administración del etanol, así como la letalidad ocurrida en las primeras cuatro horas

de observación y posteriormente cada 24 horas durante ocho días.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administración crónica del



etanol, a un lote de 20 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS

(Grupo I) y otro de 20 ratones macho control (Grupo II), se les administró por vía oral

durante 30 días 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 midió diariamente la temperatura rectal

antes (basal) y a los  30, 60 y 120 minutos después de la administración del etanol y

se registró la letalidad acumulada ocurrida durante los 30 días de tratamiento.

B. Susceptibilidad bajo la administración aguda y crónica de tiopental

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo I) como en los animales control

(grupo II), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnótico y

letal del tiopental administrado agudamente, por vía intraperitoneal, a varias dosis

(75, 150, 200 y 300 mg/kg). Se emplearon diez animales macho por dosis y grupo. El

tiobarbitúrico se administró a intervalos de un minuto e inmediatamente los animales

se colocaron en recipientes de vidrio para su observación continua durante las

primeras cuatro horas. Se anotó la duración del efecto hipnótico (considerado desde

el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su recuperación), la

temperatura rectal basal (antes de la administración del barbitúrico) a través de un

teletermómetro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y 120 min después de la

administración del depresor del SNC, y la letalidad ocurrida en las primeras cuatro

horas de observación y posteriormente cada 24 h durante ocho días.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administración crónica, a un

lote de 15 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo I) y

otro de 15 ratones macho control (grupo II), se les administró por vía oral una dosis



de 100 mg/kg de tiopental sódico (Abbot) cada 24 h, entre las 13:00 y 14:00 h,

durante 30 días. Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital

(Ohaus, Galaxy 1200). Se midió diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a

los  30, 60 y 120 min después de la administración del tiopental; también se registró

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

C. Susceptibilidad bajo la administración aguda y crónica de fenobarbital

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo I) como en los animales control

(grupo II), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnótico y

letal del fenobarbital administrado agudamente, por vía 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 oxibarbitúrico se administró a intervalos de un minuto e inmediatamente los

animales se colocaron en recipientes de vidrio para su observación continua durante

las primeras cuatro horas. Se anotó la duración del efecto hipnótico (considerado

desde el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su

recuperación), se registró la temperatura rectal basal (antes de la administración del

barbitúrico) a través de un teletermómetro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y

120 min después de la administración del depresor del SNC. Se registró la letalidad

ocurrida en las primeras cuatro horas de observación y posteriormente cada 24 h

durante ocho días.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administración crónica, a un

lote de 10 ratones macho neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo I) y

otro de 13 ratones macho control (grupo II), se les administró por vía oral, una dosis



de 100 mg/kg de fenobarbital  cada 24 h, entre las 13:00 y 14:00 h, durante 30 días.

Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital (Ohaus, Galaxy

1200). Se midió diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a los  30, 60 y 120

min después de la administración del barbitúrico; también se registró la letalidad

acumulada, ocurrida durante los 30 días del estudio.

D. Susceptibilidad bajo la administración aguda y crónica de diazepam

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo I) como en los animales control

(grupo II), se realizaron curvas-dosis respuesta a los efectos hipotérmico, hipnótico y

letal del diazepam administrado agudamente, por vía 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 administró a intervalos de un minuto e inmediatamente los

animales se colocaron en recipientes de vidrio para su observación continua durante

las primeras cuatro horas. Se anotó la duración del efecto hipnótico (considerado

desde el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento, hasta su

recuperación), se registró la temperatura rectal basal (antes de la administración del

fármaco a través de un teletermómetro rectal (YSI instruments) y a los 30, 60 y 120

min después de la administración del agonista GABAérgico. Se registró la letalidad

ocurrida en las primeras cuatro horas de observación y posteriormente cada 24 h

durante ocho días.

Para los estudios de susceptibilidad bajo condiciones de administración crónica, a un

lote de 10 ratones hembra neurointoxicados neonatalmente con el GMS (grupo I) y

otro de 10 ratones hembra control (grupo II), se les administró por vía oral una dosis

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



Los animales fueron pesados diariamente en una balanza digital (Ohaus, Galaxy

1200). Se midió diariamente la temperatura rectal antes (basal) y a los  30, 60 y 120

min después de la administración del diazepam; también se registró la letalidad

acumulada, ocurrida durante los 30 días del estudio.

E. Susceptibilidad bajo la administración aguda del GABA

Tanto en los animales neurointoxicados (grupo I) como en los animales del grupo

control (grupo II), se realizaron curvas-dosis respuesta al efecto letal del GABA,

administrado agudamente por vía intracerebral a varias dosis (250, 300 y 400 µg/

5µl). La razón por la que se administró el GABA por esta vía es que el

neurotransmisor no atraviesa la barrera hematoencefálica. Se utilizaron 10 animales

macho por dosis y por grupo. El GABA se administró a intervalos de dos minutos e

inmediatamente los animales se colocaron en recipientes de vidrio para su

observación continua durante las primeras cuatro horas. Se registró la letalidad

ocurrida en las primeras cuatro horas de observación y posteriormente cada 24 h

durante ocho días.

4. Determinación 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 decapitación e inmediatamente

se extrajo el cerebro (Glowinsky & Iversen, 1966) y se pesó en una balanza analítica

(Mettler). El tejido se homogeneizó (Thomas) con 5 ml de etanol al 75% (Merck) a

una velocidad media (homogeneizador Virtis) durante 50 a 60 segundos, en baño de

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



estándar interno y se centrifugó a 3500 rpm, durante 10 min a 10 0C (Centrífuga

Refrigerada Sorvall). Del sobrenadante se tomaron cuatro alícuotas de   200 µl, a una

de ellas se le adicionó GABA (5 µg/5µl). Las muestras se evaporaron a sequedad

con nitrógeno a 50 0C. A las muestras desecadas se les adicionó la mezcla de

reacción para la derivatización con dansilo (50 µl de NaHCO3 al 0.84% y 125 µg de

cloruro de dansilo, disuelto en 100 µl de acetona), los tubos de reacción se colocaron

en un block térmico (90 0C) durante 15 min, se enfriaron y se inyectaron 5 µl al

cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC,  Waters), equipado con una

bomba 590, inyector U6K, una columna Symmetry-C8 de fase reversa, un detector UV

490 e integrador 70. Como fase móvil se empleó 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 µg/g de tejido cerebral

húmedo.

5. Determinación de las concentraciones sanguíneas de etanol.

Para la determinación de la curva de evolución temporal de las concentraciones

sanguíneas del etanol, a un grupo de cinco ratones macho neurointoxicados

neonatalmente con el GMS y a otro de cinco animales control, se les administró por

vía oral 2.5 g/kg de etanol disuelto en agua destilada, en un volumen de 10 ml/kg de

peso corporal. Previa dilatación de las venas de la cola con agua a 40 °C, se

obtuvieron muestras de  100 µl de sangre a los 15, 30, 60 y 120 min posteriores a la

administración del etanol. Se colocaron en viales heparinizados, se adicionó el



estándar interno (isopropanol) y se cerraron herméticamente. Los viales se sonicaron

por 15 min e inmediatamente se sometieron a baño maría (70 °C por 15 min) para

lograr la estabilización de la fase gaseosa. De la cabeza de la fase gaseosa se

inyectó un mililitro al cromatógrafo de gases (Varian 3200) equipado con un detector

de ionización de flama y una columna de acero inoxidable de dos milímetros de

diámetro y empacada con Porapak Q80-100 mesh (Jones y Schuberth, 1989).

Las condiciones de operación del cromatógrafo 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 (Nitrógeno, Infra): 30 ml/min; Flujo de aire: 300 ml/ min; Flujo de

hidrógeno: 30 ml/min.

Se empleó como estándar interno el isopropanol y el tiempo de retención 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. Análisis estadístico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron sometidos al análisis estadístico apropiado,

dependiendo de la variable estudiada. Para las variables continuas como la

temperatura rectal, el peso corporal, la duración del efecto hipnótico, las

concentraciones cerebrales de GABA y las concentraciones sanguíneas de etanol, el

análisis comparativo entre los grupos control y el experimental se realizó con una

ANOVA, seguida de una prueba paramétrica de t de Student para grupos

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



como el porcentaje de animales que mostraron el efecto hipnótico y letal, se utilizó la

prueba no paramétrica de Chi-cuadrada. Todas las pruebas estadísticas fueron de

dos vías.  El análisis se realizó con el paquete estadístico SPSS (SPSS, Chicago).

La Dosis Hipnótica Cincuenta (DE50H) y la Dosis Letal Cincuenta (DL50) fueron

calculadas por el método de Litchfield y Wilcoxon (Litchfield y Wilcoxon, 1949),  con

los límites de confianza al 95%.  Cuando no fue posible la aplicación del método de

Litchfield y Wilcoxon para el cálculo de las DE50 por falta de datos, se recurrió al

método gráfico Log-probits (Miller y Tainter, 1944). En todos los casos los valores de

p< 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos.



VIII. RESULTADOS
Los resultados obtenidos en el presente estudio señalan que es posible inducir

neonatalmente la neurotoxicidad con el GMS en el ratón, empleando los esquemas

de dosis reportados en la literatura.  Como se puede apreciar en la Figura 1, los

ratones neurointoxicados muestran las características anatómicas, 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 lesión 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 síndrome

del glutamato monosódico  y se considera como la evidencia de que el GMS indujo la

neurotoxicidad.

En la Figura 2 se muestra la evolución 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



Figura 1. Fotografía representativa de las características que muestran los
animales adultos neurointoxicados neonatalmente con el GMS (A), en relación
con las características 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 características distintivas: obesidad,
acortamiento de la longitud del cuerpo, acortamiento de la cola y pasividad;
además presentan criptorquidia (que no se aprecia en la imagen).
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              Figura 2. Evolución 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 realizó el seguimiento de la expectativa de vida,

registrando cada semana las muertes ocurridas en ambos grupos de animales, dicho

seguimiento se realizó durante 78 semanas (año y medio). Como se puede apreciar

en la Figura 3, sorprendentemente los animales neurointoxicados con el GMS viven

más tiempo y a pesar de la serie de alteraciones aparentemente se encuentran en

mejores condiciones físicas que los ratones del grupo control. A las sesenta semanas

ya habían muerto más del 95 de los animales control en tanto que sólo el 50% de los

animales neurointoxicados había fallecido para ese tiempo (Figura 3); a las 78

semanas del seguimiento el 100% de los animales del grupo control  murió, al igual

que el 82% del grupo de animales neurointoxicados con el GMS. Estos hallazgos

fueron confirmados en otros experimentos diseñados para otros propósitos.

En relación 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) más susceptibles al efecto hipotérmico, respecto al grupo

control; en algunos casos la temperatura rectal se redujo hasta en diez grados

centígrados. También se observó una tendencia a la recuperación 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 aminoácido

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 (año y medio) en 19 ratones macho
neurointoxicados neonatalmente con el GMS y en 18 ratones del grupo control.
La letalidad se registró cada tercer día durante las 78 semanas. En la gráfica se
presenta el porcentaje de letalidad acumulada cada cinco semanas, para ambos
grupos.



Figura 4. Evolución temporal, durante 120 minutos del efecto
hipotérmico inducido por la administración aguda de etanol por vía
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 hipnótico inducido por
el etanol en animales pretratados neonatalmente con solución
salina o con GMS. Los resultados se expresan como el promedio ±
EE de la duración del efecto hipnótico (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
solución salina sobre la susceptibilidad al efecto hipnótico inducido
por el etanol. Los resultados se expresan en porciento de animales
que mostraron el efecto hipnótico (n de 10 animales por dosis y
grupo). * p< 0.05.
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a la duración de este efecto hipnótico del depresor del SNC se observan en la Figura

5. Los animales que fueron neurointoxicados neonatalmente con el GMS fueron

significativamente más susceptibles (p< 0.05) al efecto depresor  del alcohol,

indicada por una mayor duración del efecto hipnótico, en relación a los grupos

control. La representación del efecto hipnótico 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 DE50 hipnótica fue de 2.41 y de 5.04

g/kg, para respectivamente el grupo neurointoxicado y el grupo control (TABLA V).

En relación a la susceptibilidad al efecto letal agudo del etanol, nuevamente se

observó que el grupo de animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS,

fueron claramente más susceptibles, en relación al grupo control (Figura  7). La DL50

para el grupo tratado con el GMS fue de 2.67 g/kg, en tanto que la DL50 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 Hipnótica (DE50H) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DL50) del etanol administrado por vía 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       DE50H (g/kg, ip)        DL50 (g/kg, ip)

         CONTROL       5.04 (3.56-7.14)         -------------------

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



El análisis cuantitativo de los resultados del estudio de  susceptibilidad a la

administración crónica (30 días) del etanol, por vía 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) más vulnerables al efecto hipotérmico del etanol, en relación a los animales

control.

 El análisis de la evolución temporal del peso corporal durante los treinta días de

tratamiento con el alcohol, muestra una drástica  caída del peso corporal de los

animales tratados con GMS (Figura 9), en tanto que el grupo control muestra una

caída inicial moderada durante los primeros cinco a seis días y se mantiene a lo largo

del tratamiento crónico con el  etanol. Cabe destacar que de los animales tratados

neonatalmente con el GMS y que sobrevivieron a los 30 días de tratamiento con el

etanol, pesaban en promedio menos de 26 g, lo que significa una pérdida de más del

50% del peso corporal inicial. El promedio del peso corporal de los animales

experimentales fue de 55 ± 5.64 g al inicio del  tratamiento crónico con el alcohol y de

43 ± 4.28 g para el grupo control, diferencias altamente significativas (p<0.001).

En relación a la letalidad acumulada durante los 30 días de tratamiento con el

depresor del SNC, se aprecia que los ratones neurointoxicados con el GMS, fueron

significativamente (p< 0.05) más 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 o con solución salina,
sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administración crónica (una dosis cada 24 hs) de etanol (2.5 g/kg, po)
durante 30 días. Los resultados se expresan como el valor promedio ± ET de la
temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 días de administración del etanol
(n de 20 ratones por grupo).  * p < 0.05.



Figura 9. Influencia de la neurotoxicidad inducida neonatalmente con el GMS o del
tratamiento con solución salina sobre las modificaciones del peso corporal provocadas
por la administración crónica (una dosis cada 24 h) del etanol, durante 30 días (n de
20 animales por grupo).
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          Figura 10. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución
salina sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administración
crónica (una dosis cada 24 h) del etanol, durante treinta días (n de 20
ratones por grupo). *p < 0.05
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Figura 11. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución salina,
sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administración aguda de tiopental por vía intraperitoneal, a varias dosis, en
el ratón (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 observó una tendencia a la recuperación de la

temperatura rectal en el caso de los animales neurointoxicados neonatalmente con el

GMS y que recibieron el tiobarbitúrico, particularmente a los 120 minutos, en relación

al grupo de animales control. Los cambios en la susceptibilidad al efecto hipnótico 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 relación a lo que ocurrió

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

ocurrió con el grupo control. La DE50 hipnótica fue de 267.68 y de 90.48 mg/kg para

el grupo neurointoxicado y el grupo control, respectivamente (TABLA VI).

En relación a la susceptibilidad al efecto letal agudo del tiopental, nuevamente se

observó que el grupo de animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS, fue

claramente menos susceptible  respecto al grupo control (Figura 14). La DL50 para el

grupo control fue de 186.39 mg/kg (TABLA VI), en tanto que la DL50 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 sólo el 10%.



Figura 12. Curva dosis-respuesta al efecto hipnótico inducido por el tiopental en
animales pretratados neonatalmente con solución salina o con GMS. Los
resultados se expresan como el valor promedio ± EE de la duración del efecto
hipnótico (n de 10 animales por dosis y por grupo).
*p < 0.05
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Figura 13. Curva dosis-respuesta cuantal al efecto hipnótico inducido por el
tiopental administrado agudamente por vía intraperitoneal a ratones
neurointoxicados neonatalmente con el GMS (o) y a los ratones del grupo control
(♦). Los resultados se expresan como el porcentaje de animales que presentaron
el efecto hipnótico (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 vía intraperitoneal en ratones neurointoxicados
neonatalmente con el GMS o en los pretratados con solución salina. Los
resultados se expresan en porciento de animales que murieron (n de 10
animales por dosis y grupo). *p < 0.05
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TABLA Vl. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnótica (DE50H) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DL50) del tiopental administrado por vía intraperitoneal a los ratones
del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS.
Entre paréntesis se muestran los límites de confianza al 95% (Litchfield & Wilcoxon,
1949).

         GRUPOS       DE50H (mg/kg, ip)        DL50 (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 administración crónica (30 días)

del tiopental, por vía 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, aún cuando en algunos tiempos no

hubo diferencias significativas (p > 0.05) con respecto a los animales del grupo

control. El análisis de la evolución temporal del peso corporal durante los treinta días

de tratamiento con el tiopental, muestra una drástica  caída 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 presentó cambios importantes  a lo largo

del tratamiento crónico con el  barbitúrico. Se puede destacar que los animales

tratados neonatalmente con el GMS y que sobrevivieron a los 30 días de tratamiento

con el tiopental, pesaban en



Figura 15. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución salina,
sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido
por la administración crónica (una dosis cada 24 h) de tiopental (100 mg/kg po)
durante 30 días. Los resultados se expresan como el promedio ± ET  de  la
temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 días de tratamiento (n de 15
animales por grupo). *p < 0.05.

34

35

36

37

38

39

B 30 60 120 B 30 60 120 B 30 60 120

D I A S  D E  A D M I N I S T R A C I O N  D E L  T I O P E N T A L

T 
E 

M
 P

 E
 R

 A
 T

 U
 R

 A
  (

o C
)

CONTROL GMS

      10                                                    20                                                    30

*
* *

*
* *

*
* *



Figura 16. Influencia de la neurotoxicidad provocada neonatalmente con el GMS o del
tratamiento con solución salina en el ratón, sobre las modificaciones en el peso corporal
provocadas por la administración crónica (una dosis cada 24 h) del tiopental (100 mg/kg,
po) durante 30 días (n de 15 animales por grupo).
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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 crónico 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 relación a la letalidad

acumulada durante los 30 días 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 tiobarbitúrico, respecto a la susceptibilidad que

mostraron los animales del grupo control (Figura 17). De hecho, no murió ningún

roedor neurointoxicado durante los 30 días de tratamiento con el tiobarbitúrico.

Por otra parte, los resultados de susceptibilidad al efecto hipotérmico del fenobarbital

bajo condiciones de administración aguda, en general, no mostraron diferencias

significativas (p > 0.05), con excepción 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 relación a la

duración del  efecto hipnótico del oxibarbitúrico, 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 hipnótico; efecto depresor del SNC que progresa hasta

el 100% de letalidad en los dos grupos. La DE50 hipnótica 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 DL50 fue

de 134.24 y 146.40 mg/kg, para el grupo control y el grupo neurointoxicado



Figura 17. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución salina sobre
el efecto letal acumulado, inducido por la administración crónica de tiopental durante
30 días (n de 15 animales por grupo).
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Figura 18. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución
salina, sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administración aguda del fenobarbital, a varias
dosis en el ratón (n de 10 animales por dosis y grupo). Los resultados
como el valor promedio de la temperatura rectal ± EE. *p < 0.05.
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respectivamente (TABLA VII).

TABLA VlI. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnótica (DE50H) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DL50) del fenobarbital administrado por vía intraperitoneal a los
ratones del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el
GMS. La DE50H y la DL50 se calcularon por el método gráfico Log-probits (Miller &
Tainter, 1944).

         GRUPOS       DE50H (mg/kg, ip)        DL50 (mg/kg, ip)

         CONTROL            141.41            134.46

             GMS            141.41            146.40

Los resultados del estudio de  susceptibilidad a la administración crónica durante 30

días del fenobarbital, por vía 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

sólo hubo diferencias significativas (p< 0.05) a los diez días de administración del

barbitúrico, particularmente a los 30 y 120 min. La evolución temporal del peso

corporal durante los treinta días de tratamiento con el oxibarbitúrico, muestra una

franca caída del peso corporal para el grupo de animales neurointoxicados

neonatalmente con el GMS (Figura 20), en tanto que el peso corporal del grupo

control presentó fluctuaciones discretas con tendencias al incremento más que  a la

pérdida de peso corporal, particularmente en los últimos días 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



Figura 19. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o con solución salina, sobre
la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto hipotérmico inducido por la
administración crónica de fenobarbital (100 mg/kg po) durante 30 días. Los
resultados se expresan como el valor promedio ± EE de la temperatura rectal
acumulada para 10, 20 y 30 días de administración 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 solución salina sobre las modificaciones del peso corporal
provocadas por la administración crónica del fenobarbital (100 mg/kg po), durante
30 días (n de 13 y 10 ratones por grupo).



corporal de los que sobrevivieron a los 30 días 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 crónico con el barbitúrico fue de

34.36±2.20 g y el promedio del peso corporal de los dos sobrevivientes a los 30 días

de tratamiento fue de  37.97±1.34 g, diferencias no significativas (p> 0.05). La

letalidad acumulada durante los 30 días 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 administración 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 más 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 hipnótico,

expresado como la duración (Figura 23) y en términos cuantales del efecto hipnótico

(Figura 24) a la administración aguda del diazepam. Se puede apreciar que los

animales neurointoxicados fueron significativamente (p< 0.05) más susceptibles al

efecto hipnótico, así como al efecto letal de la benzodiazepina, en relación al grupo

control (Figura 25). El cálculo por el método de Miller y Tainter de la DE50 hipnótica

fue de



Figura 21. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución salina
sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administración crónica de
fenobarbital (100 mg/kg, po), durante 30 días, 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 o con solución
salina, sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administración aguda del diazepam por vía
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 hipnótico 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 duración en
minutos del efecto hipnótico ± EE (n de 7 a 10 ratones por dosis y grupo). *p <
0.05.
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Figura 24. Curva dosis-respuesta al efecto hipnótico inducido por el diazepam
administrado agudamente por vía intraperitoneal a ratones neurointoxicados
neonatalmente con el GMS y a los ratones tratados neonatalmente con solución
salina. Los resultados se expresan como el porcentaje de animales que presentaron
el efecto hipnótico 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 vía intraperitoneal en ratones neurointoxicados neonatalmente con
el GMS o en los pretratados con solución 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.
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15.60 y de 1.39 mg/kg, para el grupo control y el grupo neurointoxicado con el GMS,

respectivamente (TABLA VIII).  También se observó que la DL50 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 VIlI. Valores de la Dosis Efectiva Cincuenta Hipnótica (DE50H) y de la Dosis
Letal Cincuenta (DL50) del diazepam administrado por vía intraperitoneal a los
ratones del grupo control y a los animales neurointoxicados neonatalmente con el
GMS. La DE50H y la DL50, se calcularon por el método gráfico Log-probits (Miller &
Tainter, 1944).

         GRUPOS       DE50H (mg/kg, ip)        DL50 (mg/kg, ip)

         CONTROL              15.60               > 50

             GMS                1.39              17.67

El análisis cuantitativo de los resultados del estudio de  susceptibilidad a la

administración crónica (30 días) del diazepam, por vía 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) más vulnerables al efecto hipotérmico del diazepam, en

relación a los animales del grupo control. El análisis de la evolución temporal del

peso corporal durante los treinta días de tratamiento con el diazepam, muestra una

caída del peso corporal estadísticamente significativa, para el grupo de animales

neurointoxicados neonatalmente con el GMS (Figura 27), en tanto que el peso

corporal del grupo control



Figura 26. Influencia del tratamiento neonatal con GMS o con solución
salina sobre la evolución temporal, durante 120 minutos, del efecto
hipotérmico inducido por la administración crónica de diazepam (12.5 mg/kg
po) durante 30 días. Los resultados se expresan como el valor promedio ±
EE de la temperatura rectal acumulada para 10, 20 y 30 días de
administración 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 solución salina sobre las modificaciones del peso corporal
provocadas por la administración crónica (una dosis cada 24 hs) del diazepam  (12.5
mg/kg po), durante 30 días (n de 10 ratones hembra por grupo).



no presentó cambios importantes  a lo largo del tratamiento crónico con la

benzodiazepina. Se puede destacar que los animales tratados neonatalmente con el

GMS y que sobrevivieron a los 30 días 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 crónico 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 días de tratamiento

con el agonista GABAérgico, se encontró que en general, los animales

neurointoxicados con el GMS fueron más susceptibles al efecto letal del diazepam,

aún cuando no hubo diferencias significativas, excepto a los 30 días, respecto a la

susceptibilidad que mostraron los animales del grupo control (Figura 28).

La susceptibilidad al efecto letal inducido por la administración intracerebral aguda

del GABA, se muestra en la Figura 29. Los resultados indican que los animales

neurointoxicados neonatalmente con el aminoácido excitatorio son más proclives al

efecto depresor del neurotransmisor inhibitorio, específicamente con la dosis de 250

y 300 µg/5µl, sin embargo, con la dosis alta (400 µg/5µl) 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 evolución temporal durante 120 min de las concentraciones

sanguíneas del etanol, determinadas por cromatografía de gases, en los animales del

grupo control y en los neurointoxicados con el GMS y que recibieron 2.5 g/kg por vía

oral, no



Figura 28. Influencia del tratamiento neonatal con el GMS o con solución
salina sobre el efecto letal acumulado, inducido por la administración crónica
del diazepam (12.5 mg/kg po) durante 30 días (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 vía 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.



Figura 30. Evolución temporal de las concentraciones sanguíneas del etanol (2.5
g/kg) administrado por vía 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).

0

5

10

15

20

25

30

15 30 60 120

T  I  E  M  P  O (min)

C
O

N
C

EN
TR

A
C

IO
N

 E
TO

H
 (m

g/
dl

)

CONTROL GMS



mostraron diferencias significativas (p > 0.05). El cálculo de los parámetros

farmacocinéticos a partir de las curvas de evolución temporal de las concentraciones

sanguíneas tales como: Concentración máxima (Cmax), Tiempo de concentración

máxima (Tmax), Biodisponibilidad (F), Constante de eliminación (Ke), Tiempo de vida

media (T1/2) y Depuración (Clo), no mostraron diferencias significativas.

Los resultados obtenidos sobre las concentraciones cerebrales de GABA,

determinados de acuerdo a Zecca y Zambotti, por HPLC se muestran en la Figura

31, se aprecia que los animales neurointoxicados con el GMS tienen una

concentración significativamente menor (p< 0.05) de GABA (233±32.81 µg/g de

tejido cerebral) en relación al contenido cerebral del neurotransmisor inhibitorio

de los animales del grupo control (298.09±55.02 µg/g).

Adicionalmente, se encontró 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 solución salina (41.98±4.37 g). La comparación 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 relación 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 días del

perfil citológico vaginal, tanto en los animales del grupo control como en los



Figura 31. Concentración 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 µg/g ± DE. *p < 0.05.
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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 relación a la frecuencia de

presentación en estro del grupo control (48%); se encontró 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. Distribución 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 realizó diariamente entre las 12
y 13 horas, durante 30 días (n de seis ratas hembra por grupo).
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IX. DISCUSIÓN

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, la administración

parenteral de GMS en el periodo neonatal de los ratones indujo la neurotoxicidad,

confirmada por la serie de manifestaciones anatómicas macroscópicas,

endocrinas, metabólicas y conductuales que presentan los animales y que en su

conjunto se les identifica como el síndrome 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, lesión retiniana,

criptorquidia, disminución de la capacidad reproductora, automutilación de la

cola, así como alteración de la actividad exploratoria y locomotora.

Es importante señalar 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 está 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 destrucción del 80 al 90% de las neuronas del núcleo arqueado, de la

eminencia media del hipotálamo y áreas 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 neuroquímicas, endocrinas, metabólicas

y conductuales.



Los resultados del presente estudio señalan cambios significativos en la

susceptibilidad de los animales neurointoxicados neonatalmente con el GMS a

los efectos agudos y crónicos del etanol, en relación con la susceptibilidad que

mostraron los animales del grupo control. El análisis 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 más vulnerables a los efectos farmacotoxicológicos

característicos del alcohol como es la hipotermia, la hipnósis y el efecto letal. La

mayor susceptibilidad que presentan los animales neurointoxicados posiblemente

se vincule con modificaciones farmacodinámicas, ya que se sabe que la

neurotoxicidad con el GMS reduce la actividad de la glutamato descarboxilasa

(GAD) en algunas áreas del SNC y en consecuencia, se produce una disminución

en el contenido del GABA; esto permite explicar la modificación 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  químico inducido por el metrazol (Campos y

cols., 1994; Castellanos y cols., 1998). Relacionado con lo anterior, la reducción

en el contenido cerebral del neurotransmisor inhibitorio, podría dar lugar a un

incremento en el número de receptores al GABA ( up regulation , anarregulación

o regulación hacia arriba), fenómeno de plasticidad neuronal que se presenta

cuando se reducen las concentraciones de los ligandos endógenos, cuando hay

una denervación o cuando se destruyen selectivamente algunas poblaciones de

sinapsis con neurotóxicos



específicos (Trendelenburg y cols., 1962). Los eventos mencionados propiciarían

un incremento en la facilitación GABAérgica inhibitoria en respuesta al etanol

(Suzdak y cols., 1986), existe evidencia que el etanol reduce la neurotransmisión

glutamatérgica por que altera las concentraciones cerebrales del aminoácido

excitatorio, su recaptura y su liberación; así 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 disminución de la neurotransmisión

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 disminución del

contenido cerebral del GABA determinada en los animales neurointoxicados con

el aminoácido excitatorio.

Las concentraciones del GABA se realizaron en cerebro total y posiblemente la

medición de las concentraciones cerebrales regionales aportarían mayor

información ya que las modificaciones en las concentraciones de un ligando

endógeno por la manipulación específica con un fármaco, pueden enmascararse

al determinar ese ligando en cerebro total.

Específicamente, 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 evolución

temporal de las concentraciones sanguíneas y el cálculo de los parámetros

farmacocinéticos, no revelaron diferencias significativas entre el grupo de



animales neurointoxicados con el GMS y el grupo tratado neonatalmente con

solución salina.

En relación a la menor susceptibilidad que mostraron los animales

neurointoxicados con el GMS, tanto a los efectos agudos como a los crónicos de

los barbitúricos, (más marcada en el caso del tiopental), sugieren una relación

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 crónicos de los barbitúricos (tiopental, pentobarbital y

fanobarbital) como son la hipotérmia, la hipnósis y el efecto letal por depresión

respiratoria a nivel de bulbo raquídeo. La menor susceptibilidad que presentan

los animales neurointoxicados, en relación con los animales del grupo control,

posiblemente también estén ligadas con la reducción de las concentraciones

cerebrales del GABA en los animales neurointoxicados, el umbral de excitabilidad

disminuye y por lo tanto se requieren dosis más altas de los barbitúricos para

inducir los efectos GABAérgicos inhibitorios, equivalentes a las dosis aplicadas al

grupo control. Al respecto se sabe que los barbitúricos se unen a un sitio

alostérico del receptor de GABA y se facilita la acción GABAérgica inhibitoria al

aumentar la duración de la apertura de los canales operados por el GABA.

Nuevamente, como se indicó, los cambios en el umbral de excitabilidad se

apoyan por la mayor  susceptibilidad a las convulsiones eléctricas, a las

convulsiones químicas inducidas con pentilenetetrazol y al kindling  químico

inducido por el metrazol en  los animales neurointoxicados con el aminoácido

excitatorio. Los efectos diferenciales en la susceptibilidad a los barbitúricos, aún

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



capacidad que tienen estos agentes para ejercer un efecto facilitador

GABAérgico. Al respecto se sabe que el pentobarbital ejerce un efecto facilitador

más eficaz y como bloqueador de los  canales de Ca++ operados por voltaje es

más 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 farmacodinámicos no descarta la posibilidad de que estos cambios

dependan de modificaciones en los procesos farmacocinéticos.

Los  tiobarbitúricos como el tiopental tienen un coeficiente de partición lípido/

agua muy alto y los animales neurointoxicados con el GMS presentan como

característica distintiva una excesiva obesidad con alto contenido en grasa, lo

que propicia fenómenos de redistribución del tiopental con la consecuente

acumulación del compuesto en el tejido adiposo limitando su acceso al SNC y por

lo tanto, una menor intensidad de los efectos característicos del tiopental. Aunado

a lo anterior, debemos considerar que el tiopental es un barbitúrico de inducción

y recuperación rápida, el pentobarbital es un oxibarbitúrico de acción intermedia

en tanto que el fenobarbital es de acción prolongada, aspectos farmacocinéticos

que se pueden correlacionar con la diferente susceptibilidad que presentan los

animales neurointoxicados a estos barbitúricos; incluyendo la susceptibilidad al

pentobarbital, demostrada por nuestro grupo (Gómez y cols., 1991).

Por otra parte, el incremento en la susceptibilidad al diazepam y al GABA,

probablemente también esté relacionado con la plasticidad sináptica como

resultado del aumento en el número de receptores al GABA, si consideramos que

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



barbitúricos, implica su interacción con un sitio de unión específico del complejo

macromolecular del receptor GABAA. En estas condiciones, si en los animales

neurointoxicados  el número de receptores para el neurotransmisor inhibitorio se

incrementa habrá una mayor respuesta al GABA exógeno administrado, un mayor

número de sitios de unión para el diazepam y en consecuencia, un incremento en

la facilitación presináptica GABAérgica a la administración 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 fármacos. El contenido de grasa de los animales

neurointoxicados con el GMS es ostensiblemente mayor en relación a los

animales control; sin embargo, el tamaño 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 la

administración de los agonistas GABAérgicos se realizó en función del peso

corporal.

Por otro lado, un aspecto que particularmente llama la atención es que el peso

corporal se reduce drásticamente bajo condiciones de tratamiento crónico con el

etanol, los barbitúricos o el diazepam; la magnitud de la pérdida de peso corporal

osciló entre el 24 y el 50 % del peso corporal inicial, independientemente del fármaco

utilizado. En todos los casos, la diferencia fue altamente significativa (p < 0.001)

cuando se le aplicó la prueba de t pareada, sin embargo, desconocemos el

significado de estos hallazgos.

Por otra parte, la observación de la baja frecuencia del estadío en estro de las ratas



neurointoxicadas con el GMS confirma, indirectamente, que la lesión ocurre a nivel

del núcleo arqueado del hipotálamo, estructura que produce la hormona liberadora

de gonadotropinas y que en las células gonadotropas de la hipófisis estimula la

secreción de la hormona folículo 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 fundamentación

implica otra serie de estudios como la cuantificación del número de receptores en

áreas especificas del SNC. El propósito del presente estudio fue estudiar los

cambios en la susceptibilidad a los efectos farmacotoxicológicos de los agonistas

GABAérgicos de los animales neurointoxicados con  el aminoácido excitatorio,

que a dosis altas, constituye un agente excitotóxico. Más allá del aspecto

mecanicista, es importante considerar el factor toxicológico ligado al riesgo que

entraña el consumo indiscriminado de alimentos que contienen GMS que,

potencialmente, podría comportarse como agente neurotóxico.

Cobra aún mayor relevancia toxicológica si el consumo del GMS se realiza

durante el embarazo, ya que el aminoácido excitatorio atraviese la barrera

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



X. CONCLUSIONES

1. La neurotoxicidad provocada por la administración del GMS, en la etapa

neonatal  de los animales, induce alteraciones permanentes en los roedores, los

que en la edad adulta, son más vulnerables a los efectos de fármacos 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 barbitúricos 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 administración crónica de los diferentes fármacos.

4. La susceptibilidad diferencial  a los agonistas GABAérgicos estudiados

depende de modificaciones en los procesos farmacodinámicos y farmacocinéticos

inducidos por el GMS.

5. Por analogía, potencialmente se producen cambios en la susceptibilidad a los

fármacos agonistas y antagonistas que interaccionan con los sistemas

neurotransmisores afectados por la neurotoxicidad inducida con el GMS.

6. El consumo indiscriminado del aminoácido excitatorio en los alimentos,

particularmente durante el embarazo, en dosis altas, puede dar lugar a

fenómenos de excitotoxicidad.
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