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Introduccioén

El glutamato es un aminoacido que esta implicado en la mayoria de las
funciones normales del Sistema Nervioso Central (SNC), es el mayor mediador
de senales excitatorias y de la plasticidad del Sistema Nervioso, pero también
puede ser altamente neurotoxico. Debido a las multiples acciones fisiologicas
en las que interviene su concentracion en el espacio extracelular no debe
sobrepasar ciertos limites, para ello la homeostasis de los sistemas
glutamatérgicos (metabolismo, mecanismos de liberacion, receptores y
transportadores) estan finamente regulados. El glutamato debe de estar
presente en concentraciones correctas, en el momento y en el lugar correctos.
La excitotoxicidad es un término acufnado para describir las modalidades
degenerativas neuronales producidas por un exceso de glutamato en el
espacio extracelular, este aumento induce una sobreactivacion de los
receptores de glutamato, cuyo resultado es la muerte celular, tanto neuronal
como glial (astrocitos, oligodendrocitos y microglia). El glutamato en este caso
actua como una neurotoxina, pudiendo representar una via final comun en
afecciones neurolégicas. En afecciones agudas se produciria un fenomeno de
excitotoxicidad aguda y en afecciones neurologicas cronicas de excitotoxicidad
lenta o crénica.

La concentracion de glutamato en la hendidura sinaptica depende de la
cantidad de glutamato liberado, de la velocidad a la que es liberado, y de la
velocidad con que es eliminado de la hendidura sinaptica. La acumulacion
sinaptica de cantidades elevadas de glutamato y su accion prolongada sobre

los receptores de glutamato postsinapticos podria deberse a: un aumento de la
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liberacion por episodios de sobreexcitacion (epilepsia), destruccion tisular
(traumatismos), o a la alteracion de los mecanismos de recaptacion por fallo de
las proteinas trasportadores de glutamato.

La accion de uno o mas de estos mecanismos puede conducir a un aumento
del glutamato extracelular y perturbar la homeostasis del glutamato en las
lesiones agudas .

Los estudios neuroradiolégicos e histoldgicos han demostrado que,ademas del
compromiso neuronal puede dafnarse la mielina y los oligodendrocitos, y
también se afectan los axones . Tanto las neuronas como los oligodendrocitos
expresan receptores de glutamato ionotropicos y metabotrépicos, lo que les
hace susceptibles a fendmenos de excitoxicidad aguda o crénica. Un cuadro
comun de la inflamacién del SNC es la produccidon de glutamato por los
macroéfagos y la glia. Los acontecimientos inflamatorios (citotoxicidad celular
directa por los linfocitos T citotdxicos CTLs o la apoptosis inducida por la
citokina proinflamatoria TNF-a) producen lisis celular con la consiguiente
liberacidn del glutamato intracelular. El estrés oxidativo, puede ser causa de
lisis celular, induce la formacién de radicales libres que reducen la eficacia de
los transportadores de glutamato, por lo que se incrementan los niveles
extracelulares de glutamato.

Estudios experimentales han demostrado que las citokinas proinflamatorias
liberadas por las células Th1, macréfagos o glia activados parece que inhiben
la expresion de transportadores de glutamamto (GLAST y GLT) en los
astrocitos encargados de eliminar el glutamato sinaptico, lo que aumentaria el
glutamato extracelular. Altas concentraciones de glutamato extracelular, genera
sobreestimulacion de los receptores ionotropicos de glutamato acoplados a
canales de calcio y subsecuentemente se produce un incremento de la entrada
de calcio y sodio al interior de la célula y salida de K+ al exterior. La
consecuencia final es la lisis celular de las estructuras del Sistema Nervioso
que expresan receptores de glutamato.

Recientemente se ha relacionado la patologia axonal como causa irreversible
de la discapacidad clinica de los pacientes con compromiso crénico del SNC..
En un primer momento la disminucién de axones puede ser clinicamente

silente, cuando el numero de axones disminuye suficientemente y los
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mecanismos compensatorios del SNC se agotan aparecen los sintomas
permanentes. Existen estudios que demuestran un aumento de la actividad
cortical compensatoria como consecuencia de la disminucion de axones .

Son importantes las técnicas no invasivas tales como la espectroscopia en la
resonancia magnética (MRS), que nos permiten la monitorizacion de la pérdida
de axones, la neuroplasticidad del SNC o la influencia de las terapias actuales.
La MRS valora la cantidad del marcador neuronal N-acetyl-aspartato (NAA) en
el SNC, nos ha mostrado su reduccion en las lesiones agudas, y en las
lesiones inactivas cronicas. Tedricamente, la reduccion de NAA en los
pacientes con lesion cerebral, puede reflejar el dano axonal y neuronal que
acompanan a la desmielinizacién inflamatoria, a la alteracion del metabolismo
neuronal relacionado con la actividad, a la atrofia axonal o a la disminucion de

axones / neuronas.

Se ha sugerido que la degeneracion neuronal y oligodendroglial serian
secundarias a la rotura de axones y fibras mielinicas, y a la falta de factores
troficos, aunque no se ha descartado la contribucion de la excitotoxicidad
cronica. Por tanto, en las distintas fases de disfuncion axonal y neuronal aguda
o cronica, el glutamato podria ser un factor secundario.

Se propone como mecanismo patogénico de la desmielinizacién, la muerte por
excitotoxicidad de los oligodendrocitos debida a alteracion aguda y cronica de
la homeostasis del glutamato. ¢ Cual es primero ,el insulto inmunologico debido
a alteracion de la inmunidad celular y/o la alteracién de la homeostasis de
factores pro y antinflamatorios? ¢ el excitotoxico debido a acumulacién
exagerada de glutamato extracelular o a mecanismos bloqueados de la
recaptacion por los transportadores?.

La hipdtesis excitotdxica primaria sostiene que la sobreactivacion de los
receptores de glutamato causarian lesion tisular y ésta iniciaria mecanismos
inmunoldgicos. La respuesta no esta resuelta, es posible que ambas hipoétesis
contribuyan en distinta proporcion en los diversos estadios de una enfermedad.
También es probable que ambos procesos, en diferentes estadios de la

enfermedad, actuen de forma sucesiva o independiente.
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Los estudios sobre el glutamato en suero o en liquido cefalorraquideo (LCR) en
pacientes de EM difieren en los resultados, probablemente debido a la diversa
seleccidn de los pacientes y a los distintos métodos utilizados en la medicidn
del glutamato. Westall y cols, analizan de forma seriada durante 3 afios los
niveles de glutamato en suero de pacientes con EM y en controles. Encuentran
elevacion significativa de los niveles de glutamato en el suero de pacientes con
EM, uno o dos meses antes y durante el brote. La cifra es maxima durante el
brote para después descender paulatinamente. Sugieren que los niveles
séricos podrian ser predictivos del brote en algunos pacientes. Klivényi y cols,
determinan diferentes aminoacidos, incluido el glutamato en el LCR de 17
pacientes con EM (no especifican si estan en brote o en remision clinica) y los
comparan con 9 controles a los que se extrajo LCR al realizar una mielografia.
Estos autores no encuentran diferencias, en la concentracion de aminoacidos,
entre ambos grupos. Stover y cols, determinan los niveles de glutamato y
aspartato en LCR de pacientes con meningitis aséptica, EM silente y aguda,
mielopatia virica y espondilética, y en controles. Los niveles de glutamato y
aspartato se mostraron elevados en dichas patologias con respecto a los
controles. Dichos investigadores afirman que la presencia de estos
neurotransmisores en el LCR refleja la actividad patolégica subyacente.

Un cuadro comun de la inflamacién del SNC es el aumento de la producciéon de
glutamato por los macrofagos y la glia. El incremento del glutamato en el LCR
de los pacientes con EM, podria deberse a este fendbmeno durante el brote. En
los pacientes con meningitis bacteriana también se ha sefalado que los
linfocitos y los macrofagos activados producen grandes cantidades de
glutamato. Los corticoides inhiben la funcion de los macrofagos. Estudios in
vitro han demostrado que los corticoides reducen la liberacién de glutamato de
los macrofagos del SNC. Se atribuye a este efecto de los corticoides el
beneficio clinico observado en la meningitis bacteriana aguda. Werner y cols,
analizan mediante inmunohistoquimica la substancia blanca de pacientes con
EM y de controles. Utilizan marcadores de sintesis de glutamato (glutaminasa),
transportadores de glutamato (GLAST o EAAT2), GIT-1 y EAAT1; marcadores
de metabolismo y reciclaje de glutamato, glutamato dehydrogenasa (GDH) y

glutamato sintetasa (GS); marcadores de dafo axonal (SMI 32) y tipos de
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células del SNC. Estos autores muestran que en las lesiones activas de EM,
los macrofagos y la microglia proxima a los axones, danados o distroficos,
expresaban altos niveles de glutaminasa. Lo cual es consistente con actividad
de sintesis de glutamato por estas células. La presencia de glutaminasa en
macréfagos y glia es un cuadro general en inflamacion del SNC, mientras que
en personas normales y en condiciones no inflamatorias no se observa.
También demuestran que los tres transportadores de glutamato se expresan de
forma marcada, en los oligodendrocitos, tanto en los controles, como en la
substancia blanca de los pacientes con EM. Por el contrario, el transportador
GIT-1 se encontraba con bajo nivel de expresion en las lesiones activas de EM.
Esta disminucion selectiva del transportador glial de glutamato en los
oligodendrocitos que rodean a la lesion activa es probable que se deba al TNF-
a procedente del infiltrado inflamatorio. Esta citokina se ha visto que disminuye
la captacion de glutamato por los astrocitos. Al no recaptar el glutamato se
potencia la excitotoxicidad por déficit de desintoxicacion y acumulo de
glutamato extracelular.

Por otra parte desde el punto de vista inmunoldgico, cobra fundamental
importancia en la respuesta inflamatoria la accion de un conjunto de proteinas
llamadas Citoquinas. Estas proteinas se producen durante las fases efectoras
de la inmunidad inespecifica y especifica y su funcion es mediar y regular las
respuestas inmunitarias e inflamatorias. En general no se almacenan, y su
sintesis se inicia por una nueva transcripcion génica. Dentro del grupo de las
citoquinas, el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) es un importante
mediador en la respuesta inflamatoria por infecciones principalmente por gram
negativos y juega un importante rol en la inmunidad contra tumores. Se ha
comprobado su presencia en procesos inflamatorios como la Artritis
reumatoidea en altas concentraciones en plasma y liquido sinovial por lo que
jugaria rol fundamental en la patogenia de ese tipo de patologia.

La principal fuente celular de TNFa es el macréfago activado y el linfocito T los
cuales a su vez son activados en el curso del proceso inflamatorio a través de
las ramas de la inmunidad inespecifica(el monocito-macroéfago en su funcion de
fagocito profesional y como presentador de antigenos) y de la inmunidad

especifica (por la presentacién de antigenos procesados en el contexto del
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complejo mayor de histocompatibilidad :MHC clase Il asociado a la liberacién
de otras citoquinas que producen una verdadera retroalimentacion positiva
como la Interleuquina 1y 2,desde el mismo macréfago vy el linfocito T.

El TNFa es pues un importante mediador de la inmunidad inespecifica y
especifica y un nexo fundamental entre las respuestas inmunes especificas y la
inflamacién aguda. Fue purificado en 1984 de macréfagos de raton y se lo
llamé caquectina debido a su efecto deletéreo sobre el peso corporal. Es una
proteina trimérica transmenbrana que se libera desde las membranas celulares
de macréfagos y linfocitos T por accion de una metaloproteinasa. se induce en
respuesta a la activacion de las celulas productoras por interleuquina 1 cuya
principal fuente son los propios macréfagos. Ejerce su accion a través de
receptores transmenbranas que median efectos intracelulares por activacion de
cascadas intracitoplasmaticas que ocasionan actividad genética a través del
NFkB(receptor p75) con actividad inflamatoria o bien activan dominios de
muerte intracelular que conducen a la muerte por apoptosis (receptor p55).
Las acciones bioldgicas del TNF se comprenden mejor en base a su cantidad.
En concentraciones bajas actua como regulador paracrino y autocrino de
leucocitos y células endoteliales (activacion de las células ,secrecién de 11,6
TNF y quimioquinas en el caso de leucocitos y macrofagos, y aumentando la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales)

Cuando el estimulo para la produccion de TNF es muy alto o persistente hay
mayor cantidad de citoquinas y pasa al torrente circulatorio, actuando como
hormona endocrina y produciendo acciones sistémicas. Dentro de ellas lo
podemos ver como pirégeno endodgeno sobre células reguladoras de la
temperatura en hipotalamo (junto a 111),sobre fagocitos mononucleares y
células endoteliales produciendo estimulo para la secrecién de 1l1 y 6
relacionadas a la respuesta inflamatoria. A nivel del hepatocito aumenta la
sintesis de proteina Amiloide A y otras reactantes de fase aguda. Sobre la
coagulacion altera equilibrio entre factores pro y anticoagulantes a nivel
endotelial. Por otra parte en Médula 6sea suprime la division de las Stem cells
produciendo linfopenias.

La caquexia asociada a altos niveles de TNF (inicialmente llamado caquectina)

se asocia a pérdida de peso por disminucion del apetito y supresion de la
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lipoproteinlipasa necesaria para la utilizacion de acidos grasos por los tejidos,
llevando a un estado metabdlico de desgaste de células musculares y grasas
,como ocurre en el Wasting Sindrome de la infeccion por HIV. Es de notar que
muchas de las acciones biologicas del TNF se potencian por el Interferon
gama, el cual a su vez aumenta en infecciones virales.

En pacientes con SIDA se ha visto una alta incidencia de alteraciones
neurologicas y cognitivas como resultado del propio HIV (encefalopatia
asociada al SIDA). Hay estudios que muestran que los niveles de glutamato en
el liquido cefalorraquideo (LCR) en pacientes con demencia por HIV son
mayores que los que tienen pacientes HIV + sin demencia, asociado a mayores
niveles de glutamato en plasma en los mismos pacientes. En otro estudio se
mostré que los niveles de glutamato en LCR se relacionaron significativamente
con la demencia por HIV, con la severidad de la atrofia cerebral y con los
niveles de carga viral y CD4,ya que era mayor en pacientes sin tratamiento
antirretroviral.

Algunos autores consideran que el glutamato en LCR proviene del mismo SNC
y no del plasma porque demostraron la integridad de la barrera
hematoencefalica por el numero de células en LCR ,y sostienen que en SNC el
glutamato aumenta por el efecto de proteinas virales o factores solubles de las
células infectadas (esto se puede inferir del hecho de que pacientes con
tratamiento antiretroviral no sélo disminuyen su carga viral y la replicacion sino
que también disminuyen los niveles de glutamato. Consideran ademas al
glutamato como marcador biologico del rol de la excitotoxicidad en la
progresion de la demencia por HIV.

En conclusién, aunque el avance ha sido grande, no contamos todavia con una
demostracién suficiente de la relacidn entre niveles de glutamato y
funcionamiento del sistema inmune en afecciones agudas y cronicas del

sistema nervioso central.

Objetivos especificos

Determinar si el glutamato aumentado en forma exagerada y aguda es causa
por si mismo de dano severo que pueda conducir a la muerte en el TEC.

Determinar si el aumento de glutamato sumado a alteracion importante del
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sistema inmune, acelera el dano neuronal en el tiempo, explicando la demencia
por SIDA.
Comprobar si la falla en la restitucion inmunoldgica de pacientes con HIV se

asocia a niveles elevados de glutamato pese a tener carga viral no detectable.
Resultados esperados

El glutamato aumentado en forma aguda y exagerada no seria causa directa de
dano severo que conduzca a la muerte en el TEC.

El glutamato aumentado sumado a una alteracion importante del sistema
inmune en el SNC , produciria un aceleramiento en el desarrollo de la
demencia por SIDA.

El dafo neuronal se asociaria a una deficiente restitucidon inmunologica en
pacientes con SIDA que perpetuaria el proceso inflamatorio en el tiempo,

manteniendo niveles persistentemente elevados de glutamato .
Pacientes y métodos

Pacientes con traumatismo de craneo agudo y grave de servicio de
Neurotrauma del Hospital Central y Espanol de Mendoza con captor de PIC.
Pacientes con Sida con afeccion del SNC del Hospital Central de Mendoza.
Estudios de laboratorio

Estudio en LCR y plasma de Glutamato por cromatografia de fase, TNF alfa por
citometria de flujo, PCR por nefelometria , Glutaminasa por...

Niveles de CD 4 en sangre por Citometria de flujo

Carga viral para HIV por PCR

Estudios de neuroimagenes:

RMN con espectroscopia. PET.

Estudios psiconeurologicos para deteccion de dano cortical y subcortical

cerebral.
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