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RESUMEN

El efecto neuroexcitador que ejerce el Glutamato (Glu) depende de su
interaccién con receptores ionotrépicos o metabotrOpicos. Los receptores
. ionotropicos glutamatérgicos se clasifican, de acuerdo a su afinidad por
agonistas selectivos, en receptore‘é para: N-metil-D-aspartato (R-NMDA), acido
3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol propidnico (R-AMPA) y Kainato (R-KA). La
sobreactivacién de los receptores glutamatérgicos, principaimente los de tipo
ionotrépicos conduce a la muerte neuronal, a través de mecanismos asociados
con diversas enfermedades neurodegenerativa.

La exposicion prolongada de los receptores a su agonista modifica el niUmero
de sitios de unién para el agonista, la afinidad del receptor por su agonista y el
tipo de subunidades que componen al receptor.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrade que la administracién
sistémica de glutamato monosddico (GMS) a ratas recién nacidas incrementa la
unién de glutamato y kainato en la corteza cerebral de la rata a los sesenta
dias de edad. Ademas, este tratamiento modifica los patrones de expresién del
RNAm de las subunidades proteinicas que componen al receptor NMDA. Las
subunidades proteinicas KA1, KA2, GIuRS5, GIuR6 y GIuR7 que conforman al R-
KA se expresan de forma diferencial durante el desarrollo del sistema nervioso
en todas las regiones cerebrales. Por lo que, en el presente trabajo se
determind el efecto del tratamiento neonatal de GMS (4mg/g de peso corporal,
via subcutanea, los dias 1, 3, 5y 7 después del nacimiento) sobre los patrones
de expresion de las subunidades GluRS y GluR6 del R-KA en la corteza
cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas adultas.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento neonatal con GMS eleva
la expresion del RNAm de GIuRS en la corteza cerebral y el hipocampo, regién
en la cual también se eleva la expresion de GIUR6G. Esto sugiere que el
tratamiento neonatal con GMS puede modificar la composicién de los R-KA, asi
como su funcionalidad en ambas regiones cerebrales.
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El Sistema Nervioso (SN) es un cdnjunto de estructuras funcionaimente
especializadas, a través de las cuales el organismo responde adecuadamee a
los estimulos que recibe, tanto del medio externo como dei interno. Por lo que la
posibilidad de adaptacién al ambiente y por lo tanto, la supervivencia dependen
de su funcionalidad (Lépez-Antinez, 1986).

Los elementos basicos que componen al tejido nervioso son: 1) células
nerviosas (neuronas), 2) células intersticiales (astrocitos, oligodendrocitos,
célutas de Schwann y céiulas satélite) y 3) elementos del tejido conjuntivo
(fibroblastos, microglia, vasos sanguineos y liquido extracelufar). Las neuronas
y células intersticiales derivan de} ectodermo embrionario, mientras que los
elementos det tejido conjuntivo derivan del mesodermo (Noback y col., 1980).

Anatémicamente, el SN se divide en Sistema Nervioso Central (SNC) y
Sistema Nervioso Pe'riférico (SNP) (Figura 1). El SNC esta formado por la
médula espinal y el cerebro, el cual a su vez incluye varias estructuras
anatdmicas, como el bulbo raquideo o médula oblongada, el puente de Varolio
o protuberancia anular, el cerebelo, el mesencéfalo, el diencéfalo y los
hemisferios cerebrales, conformados por: la corteza cerebral, la formacion
hipocampal, la amigdala y los ganglios basales. En su conjunto, estas
estructuras regulan los comportamientos mas elaborados del organismo
(Martin, 1998).

Por otro lado, el SNP comprende una parte somatica y ofra autébnoma,
ambas controladas por el SNC. La parte somética contiene neuronas
sensoriales que inetvan piel, misculos y articulaciones, para detectar todos los
estimulos. La parte auténoma contiene neuronas que inervan glandufas y
musculatura lisa de visceras y vasos sanguineos. El sistema nervioso
autonomo se subdivide a su vez en dos componentes: simpatico y
parasimpatico, que regula fas funciones corporales de acuerdo con el estado
interno del organismo (Martin, 1998). '



ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral es una capa de sustancia gris que forma parte de los

hemisferios cerebrales; y de ella dependen las interpretaciones que llegan del
mundo externo y del medio interno, ia iniciacion de movimientos voluntarios, asi
como las respueStas motoras y conductuales a la percepci6n sensorial (Chusid,
1987; Gilman y col., 1994; Kandel y col., 1998).

Las neuronas corticales se distribuyen en seis capas horizontales que

desde el exterior hasta la parte més profunda se conacen como:

Vi

Capa molecular. Contiene numerosas fibras nerviosas de paso y a
las células horizontales de Cajal.

Capa granular externa. Compuesta de células granuiares, células
estrelladas y algunas células piramidales pequenias.

Capa piramidal externa. Consta de las células piramidales de
tamafo mediano y algunas grandes en 1a zona profunda.

Capa granular interna. Incluye a las células granulares de Golgi tipo
It y algunas piramidales de tamafio pequefio.

Capa piramidal interna. Consta de células piramidales grandes, las
cuales en el area motora reciben el nombre de células gigantes de
Betz y conducen impulsos a las motoneuronas localizadas en la
méduia espinal.

Capa poliforme o multiforme. Incluye células de diferentes
morfologias (triangulares, poligonales, periformes, redondas, etc:),
pero principalmente a células fusiformes (Lopez-Antlinez, 1986)
(Figura 2).

Aferencias corticales

La mayor parte de la informacion que llega a la corteza cerebral proviene

del tdlamo (aferencias talamo-corticales), ademas de una gran cantidad de

fibras interhemisféricas y de asociacion cortical.



Eferencias corticales

Las fibras eferentes pueden terminar en otras regiones de la corteza
cerebral del mismo hemisterio (fibras de asociacién intrinsecas) o del hemisferio
opuesto (fibras interhemisféricas), asi como, en diferentes regiones
subcorticales (fibras de proyeccion) (Martin, 1998; Kandel y col., 1998).

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL CUERPO ESTRIADO

En un corte antero-posterior de los hemisferios cerebrales pueden
observarse, entre la corteza cerebral y el tdlamo, a un grupo de nucleos
conocidos como ganglios basales, dentro de los cuales se incluye al cuerpo
estriado, el nucleo amigdalino y la sustancia negra. A su vez, el cuerpo estriado
esta formado por el nicleo caudado, el putamen y el globo palido, este Uitimo
conocido también como nucleo lentiforme. El cuerpo estriado interviene en ia
regulacién del tono y la postura, en la estabilizacion y coordinacion del
movimiento y es base importante de los procesos de aprendizaje (Kandei y col.,
1998; Gilman y col., 1994)..

Aferencias estriatales

1. Cortico-estriatales: fibras que proceden de todas las dreas corticales y
finalizan en el estriado.

2. Talamo-estriatales: fibras procedentes de los ndcleos intralaminares,
especialmente de {os nicleos centromediano y parafasicuiér.

3. Nigro-estriatales: contienen fibras que se proyectan a todo el estriado a
través de axones muy finos.

Eferencias estriatales v

La mayoria de las proyecciones eferentes convergen en el globo palido,
al cual llegan fibras tanto del caudado como del putamen (Alcaraz, 2000,
Kandel y col., 1998).



ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL HIPOCAMPO

Dentro de los hemisferios cerebrales existen dos estructuras
subcorticales, la formacion hipocampal y la amigdala, que en conjunto forman
parte del sistema limbico. La formacién hipocampal consta de tres componentes
el hipocampo, el giro dentado y el giro hipocampal. El hipocampo es una
elevacién curva de sustancia gris que se extiende a todo lo largo del asta
inferior del ventriculo lateral (Martin, 1998).

La corteza del giro hipocampal tiene 6 capas, las cuales al continuarse
hacia el hipocampo se distribuyen gradualmente, para dar origen a una
disposicién de 3 capas, que se describen a continuacion:

1. Capa molecular: incluye fibras nerviosas y neuronas pequefias
dispersas.

2. Capa piramidal: formada por neuronas piramidales grandes.

3. Capa polimérfica interna: con una estructura similar a 1a de fa capa
polimérfica de la corteza cerebral.

El giro dentado también tiene 3 capas pero la capa piramidal es
reemplazada por una capa de células granulares, neuronas redondas u ovales
pequefas que se disponen de forma compacta y cuyos axones establecen
contactos sindpticos con las dendritas de las células piramidales del hipocampo
(Martin,1998). Los circuitos hipocampales son esenciales para consolidar fa
memoria a corto plazo en memoria a largo plazo y para la memoria espacial
(Martin,1998; Kandel y col., 1998). '

Aferencias hipocampales

La terminales nerviosas que llegan al hipocampo provienen de la corteza
entorrinal adyacente, la circunvolucidn del cuerpo calloso, la corteza orbitaria, 1a
amigdala, areas del lébulo temporal, nlcleos septales e hipotaldmicos y del
hipacampo contralateral. A través de estas conexiones, el hipocampo tiene
acceso a casi todos los tipos de informacidn sensorial.



Eferencias hipocampales

Las neuronas eferentes son principalmente piramidales del hipocampo y
del subiculo que proyectan sus axones a través del fénix hasta ia corteza
entorrinal y la amigdala (Martin, 1998; Gilman y col.,1994).

COMUNICACION INTERNEURONAL

Las neuronas se comunican entre si, a través de contactos funcionales,
conocidos como sinapsis, donde la neurona que transmite la informacién es
presindptica y la neurona que la recibe es postsinaptica (Martin, 1998).

Los contactos sinapticos pueden ser de dos tipos: eléctricos, cuando el
impulso nervioso se transmite directamente de una neurona a otra, a través de
conexones; y qufmicos, cuando el impulso nervioso induce la liberacién del
neurotransmisor desde la neurona presinaptica hacia el espacio intersinaptico
(Stratton, 1984). El neurotransmisor es una molécula mensajera que se
almacena dentro de las terminales presinéptléas Y que cuenta con receptores
especificos en la membrana plasmatica de las células postsinapticas. La
interaccién del neurotransmisor con sus receptores especificos modifica la
permeabilidad idnica de la célula postsinaptica y por lo tanto, su excitabilidad
(Kandel y col., 1998; Newsholme y col., 1986). Cuando la interaccién del
neurotransmisor con sus receptores especificos produce despolarizacién de la
membrana, se dice que se trata de un neurofransmisor excitador, en cambio
cuando se presenta una hiperpolarizaciéon de fa membrana, se dice que se trata
de un neurotransmisor inhibidor (Kandel y col., 1998).

EL GLUTAMATO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El Glutamato (Glu) es un aminoacido no esencial, que ademas de formar
parte de las proteinas, actda como el principal neurotransmisor excitador del
SNC de mamiferos (Dingledine y col., 1993). Aunque ha sido dificil establecer
las vias de neurotransmisién glutamatérgica, se ha propuesto que el Glu esta
implicado en las conexiones descendentes de la corteza cerebral hacia el
hipocampo (tanto ipsilaterales, como contralaterales); asi como en las



conexiones que existen entre [a corteza cerebrai y diversos nicleos
hipotalamicos, taldmicos y troncoencefalicos. Ademas, las células granuiares
del cerebelo, las terminales de aferentes primarias y fas que comunican los
bulbos olfatorios con {a corteza cerebral offatoria son glutamatérgicas
(Tresguerran. 1995) ( Figura 3).

Dentro def SNC, {as neuronas glutamatérgicas sintetizan Glu, a partir de
la glucosa o de otros precursores, a través de diferentes rutas metahélicas. Una
de ellas, al parecer la mas importante para el Glu neurotransmisor, consiste en
la formacion de Glu a partir de Glutamina (GIn) por accién de la Glutaminasa
(Dingledine y col., 1993). Las células gliales desempefian una funcién
importante en la interconversion de Glu a Gin, ya que capturan el Giu del
espacio intersticial y lo convierten en Gin por accién de ia sintetasa de
glutamina. Posteriormente; la Gin glial se secreta y las neuronas
glutamatérgicas la capturan para que la glutaminasa, la convierta en Glu
{Magnusson Y col., 1986). Dentro de las terminales nerviosas glutamatérgicas,
el Glu neurotransmisor se transporta al interior de las vesiculas sinipticas a
través de un proceso dependiente de ATP (Robinson y col .,1987) (Figura 4).

El Glu neurotransmisor se libera de la terminal presindptica a través de
dos mecanismos diferentes: el primero, independiente de la concentracién
intracelular de Ca™, por cotransporte reverso de la captura de sodio Na*, desde
el citoplasma hacia el espacio intersinaptico a través de la membrana celular; y
el segundo, a través de la exocitosis de vesiculas sinapticas del
neurotransmisor, la cual se estimula al elevarse la concentracién intracelular de
Ca"™ (Kauppinen y col.,1988).

Después de liberarse hacia el espacio intersinaptico, el Glu interactia
con receptores especificos para ejercer su efecto excitador y posteriormente, su
presencia se elimina a través de mecanismos de captura de alta y baja afinidad.
Tanto los receptores como los transportadores para Glu, pueden estar
presentes en la terminal presinaptica, en la neurona postsinaptica o en las
células gliales (Gallo y col., 2000; Steinauser y col.,1996).



RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

En general, los neurotransmisores pueden interactuar con dos tipos de
receptores, conocidos como: ionotrépicos cuando al activarse permiten el
paso de iones a través de un poro incluido en la estructura del receptor; y
metabotrépicos' cuando al activarse modufan la sintesis de segundos
mensajeros a través de su interaccién con proteinas G (Moriyoshi y col., 1991;
Masu y col., 1993). El Glu se caracteriza por contar con ambos tipos de
receptores. Asi, los receptores ionotrépicos glutamatérgicos se clasifican, de
acuerdo con su afinidad por agonistas selectivos, en receptores para: NMDA
(N-metil-D-Aspartato), AMPA  (Acido  3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol
propidnico) y KA (Kainato) (Lipton y col., 1994; Monoghan y col., 1989) (Figura
5).

Estructuraimente, los receptores ionotropicos glutamatérgicos son
complejos macromoleculares oligoméricos formados por 4 o 5 subunidades
polipeptidicas, cada una con cuatro dominios hidrofdbicos, conocidos como M1-
4, de los cuales M1, M3 y M4 atraviesan la membrana, mientras que M2 entra a
la membrana y regresa al citoplasma sin tocar la cara extracelular, asi el grupo
amino terminal es extracelular y carboxilo terminal es intracelular (Nakanishi,
1992; Barinaga, 1995) (Figura 6).

Estudios recientes proponen una diversidad funcional y estructural
enorme para los receptores ionotropicos glutamatérgicos, producto de la
expresion y combinacién variable de las diferentes subunidades proteinicas que
los componen (Holiman y col., 1994). En términos generales, algunas de estas
subunidades pueden modificarse por procesos postranscripcionales de edicién
que al combinarse alternativamente, originan receptores glutamatérgicos con
caracteristicas funcionales diferentes (Nakanishi.1990; James y col., 1996).

Receptores para NMDA
E! receptor NMDA (R-NMDA) posee un canal iénico altamente permeable
a Ca™ y Na', que para activarse requiere de la eliminacion del blogueo



dependiente de voltaje, que ejerce el magnesio (Mg"™) dentro del canal, por lo
que se considera un receptor sensibie a voltaje (Masu, 1993). Este receptor
también se caracteriza por tener una elevada permeabilidad al Ca™ y contar
con mudltiples sitios de regulacién farmacol6gica, tales como los sitios de unién
para: 1)el transmisor, sus agonistas y antagonistas competitivos; 2)glicina
(coagonista); 3)MK801 (dizocilpina) y fenciclidina (bloqueadores del canal
ionico); 4)Mg™ (bioqueador del canal iénico); 5)Zinc (Zn™; modulacién positiva
del canal); y 6)poliaminas (moduiacién positiva o negativa, dependiendo del
compuesto y de la concentracién del mismo). Ademas, este receptor también
posee dominios extracelulares sensibles a los cambios de pH (sitio REDOX)
(Sakurada vy col.,1993).

Molecularmente, el R-NMDA es un complejo proteinico que puede estar
formado por la combinacién de las subunidades NR1 y NR2A-D, donde NR1
determina la existencia de un canal funcional y NR2A-D las propiedades
farmacoldgicas del mismo (Money y col., 1994) (Figura 7). La subunidad NR1
se expresa ampliamente en las neuronas del cerebro de la rata, desde la etapa
embrionaria hasta la edad adulta, mientras que la expresién de NR2A-D parece
ser especifica para cada una de las estructuras cerebrales y etapas del
desarroflo (Masu, 1993).

Receptores para AMPA

Las subunidades proteinicas que conforman af receptor AMPA (R-AMPA)
son identificadas como: GluR1, GluR2, GIuR3 y GIuR4. La combinacién
homomérica o heteromérica de estas subunidades genera receptores con una
afinidad de unién elevada para el AMPA y con baja afinidad para KA
(Bleakman, y col., 1998). Aunque se consideré por mucho tiempo, que este
receptor tenia, igual que e! R-NMDA, una estructura pentamérica,
recientemente se sugirié que puede poseer una estructura tetramérica (Mano y
col., 1998). Las subunidades que conforman al R-AMPA son editadas a partir
de un RNAm con un residuo aminoacidico de giutamina (Q) en el segundo
segmento transmembranal (M2). Sin embargo, GIluR2 puede editarse en dos



isoformas, con glutamina 6 con arginina (R) en {a misma posicidn del segmento
M2. La presencia GIUR2 con glutamina en el segmento M2 eleva la
permeabilidad del canal del R-AMPA al i6n Ca™ (Jeremy y col., 1994;
Burnashev, 1996),

Las subunidades GluR2, GIuR3 y GluR4 se expresan en dos isoformas,
conocidas como variantes “flip” o “flop” para el segmento transmembranal M4.
Las isoformas “flip” tardan determina una variable en la constante de tiempo de
desensibilizacion del canal y se expresan principalmente en etapas tempranas
del desarrollo cerebral, contribuyendo al establecimiento de los contactos
sinapticos, en tanto que las variantes “fop” se expresan mayormente en la edad
adulta (Bieakman y col., 1998).

Receptores para Kainato

El 4cido kainico (KA), analogo glutamatérgico altamente epileptogénico y
excitotdxico, posee receptores especificos con alta afinidad de unién para el
[*HJ-KA en diferentes regiones cerebrales de la rata. Las subunidades que
conforman al receptor para kainico {(R-KA) son: GIuR5, GIuR6, GiuR7 y las
proteinas KA1y KA2 (Jeremy y col.,.1994; Chittajallu y col., 1999) (Figura 5).

Las subunidades GIuRS y GIUR7 se modifican a través de procesos
postranscripcionales, generando asi dos variantes de ambas subunidades
(GluR51.2, GIUR7,p) (Chittajallu y col., 1999). Adicionalmente, las subunidades
" GluR5 y GIuR6, de manera semejante a GluR2, pueden editarse con un residuo
aminoacidico de glutamina (Q) o arginina (R), siendo la Q quien facilita la
entrada de Ca"™, a través del canal del R-KA (Chittajallu y col., 1999). La edicién
de GIUR5(R) y GIuR6(R) durante el desarrollo del SNC de la rata, se eleva
hacia la etapa adulta (Bernard y col., 1994; Paschen y col., 1994). Ademas,
GluR6 puede presentar modificaciones de edicion en el primer segmento
transmembranal, donde un residuo de Isoleucina se cambia por Valina (I/V) y un
residuo de Tirosina por Cisteina (Y/C), siendo predominante la isoforma GIuR6
(R/VIC) en el aduito (Chittajallu y col., 1999). Por otro lado, las subunidades
GIuRS, Glul'\;s y GIuR7 pueden ensamblarse de forma homomérica o en



combinacién heteromérica con KA1 o KA2 para formar canales i6nicos
funcionales con una elevada afinidad por KA (Bernard y col., 1994; Bleakman
y col., 1998)

Distribucion del Receptor para Kainato (R-KA)

Los RNAm que codifican para las subunidades del R-KA estan presentes
desde la etapa embrionaria hasta |a etapa adulta y cuentan con una distribucién
amplia dentro del SNC de la rata (Wuellner y col.,1997; Wisden y Seeburg.,
1993). Durante el desarroflo embrionario de los hemisferios cerebrales,
aproximadamente hacia el dia 14, se observa una cantidad moderada del
RNAm para la subunidad KA2, la cual se expresa de manera invariable durante
todo ef desarrollo posnatal hasta la edad adulta (Bahn y col., 1994). En el dia 19
del desarrolio embrionario, las subunidades GIuRS, GIURE y GIUR7 se expresan
significativamente en las capas corticales il, lll y IV, sin embargo, su expresion
disminuye de forma gradual hasta llegar a la edad adulta (Bahn y col., 1994). En
relacion con la subunidad GIuR7, se ha sefialado que su expresién permanece
sin cambios significativos a lo largo de todo el desarrollo cortical del cerebro de
la rata (Bahn y col., 1994)( Figura 7). _

Caracteristicamente, se ha observado que al nacimiento existe una
expresién elevada de todas ias subunidades del R-KA en los ganglios basales
del cerebro de ia rata, la cual disminuye hacia el dia 20 de edad posnatal
{(Wuellner y col.,1997). En la edad adulta, las subunidade_s KA2 y GIuR6 se
expresan significativamente en: el cuerpo estriado, el nucleo accumbens, el
subtalamo y la sustancia negra compacta; y en bajos niveles en la sustancia
negra reticulada (Wuellner y col.,1997; Herb y col.,1992). En tanto que la
GIuR7 es mayor en la sustancia negra compacta, comparada con lo observado
en el cuerpo estriado, globo palido y sustancia negra reticulada, donde es
escasa en la edad adulta (Wuellner y col.,1997; Jeremy y col., 1994). Las
subunidades KA1 y GIuR5 no se expresan en ninguna estructura de los
ganglios basales (Wuellner y col.,1997). Aunque trabajos recientes a través de
técnicas inmunohistoquicas han demostrado que la expresion de fas
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subunidades del R-KA estan presente desde el primer dias de edad posnatal,
incluso antes de que los contactos sinapticos definitivos se establezcan, dichas
subunidades ya son fisiolégicamente estables (Nansen y col., 2000). Asi mismo,
se ha observado que en el globo palido existe una expresion transitoria de
GIuRS y KA1 entre el dia 1y 10 de edad posnatal (Wuellner y col.,1897) (Figura
7).

Durante el desarrolio embrionafio de la formacion hipocampal, hacia el
dia 14 se observa una expresion difusa de los RNAm de las subunidades del R-
KA (Bahn y col., 1994). En tanto que, la unién de [°H]-KA se eleva después de
la segunda semana de nacimiento, alcanzando valores maximos hacia el dia
30, etapa en ia cual se establecen los contactos sinapticos definitivos (Bahn y
col., 1994). Por ofro lado la expresion del RNAm de la subunidad KA1
permanece constante durante el desarrolio posnatal con una marcada
expresion en células piramidales del area CA3 y en las granulares del giro
dentado del hipocampo en la edad adulta (Bahn y col., 1994). En cambio, la
expresion del RNAm de GIuR6 se incrementa de forma retardada respecto a las
otras subunidades y es mayor en el area CA3 del adulto. La subunidad GIuRS
se expresa en el subiculo y en el 4rea CA1 con un pico de expresion muy claro
desde el primer dia de edad posnatal hasta el quinto dia, después de io cual su
expresién disminuye de forma constante hasta la etapa aduita, donde sus
niveles son muy bajos (Jeremy y col., 1994; Bahn y col., 1994)(Figura 7).

[ITHTECA CENTRAL



ANTECEDENTES
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El Glu es considerado el principal neurotransmisor excitador del SNC de
mamiferos (Fonnum, 1984), sin embargo, cuando sus niveles extracelulares se
elevan significativamente, puede producir dario neuronal (James y col., 1996).

En la década de 1950 Hayashi demostré que [a aplicacién Glu en la
corteza cerebral motora produce convulsiones ténico-clénicas generalizadas
(Hayashi, 1952). Posteriormente, Lucas y Newhouse en 1957, al estudiar los
posibles efectos terapéuticos del Glu en contra de ia atrofia retiniana, reportaron
degeneracién de las neuronas de la capa interna de la retina de ratones
neonatos después de la administracion sistémica de Glu (Lucas y Newhouse,
1957). Olney en 1969 demostré que no sdio la retina, sino también, el ndcleo
arcuato hipotalamico y otras areas circunventriculares, que poseian una barrera
hematoencefélica deficiente, eran vulnerables al efecto excitotéxico de la
administracion sistémica de Glu en roedores neonatos (Olney, 1969). Asi, en
1978, Olney propuso el término de “excitotoxicidad® (Olney, 1978), para
referirse a la muerte neuronal inducida por una liberacién excesiva de Glu y la
sobre-activacién de sus receptores. Evidencias experimentales sugieren que el
dafio neuronal excitotoxico producido por Glu puede estar involucrado en
diferentes estados patoldgicos dei SNC, tales como el trauma cerebral, el dafio
neuronal hipdxicofisquémico y [a epilepsia (Coyle y col., 1976). Ademas,
también se ha sugerido su participacion en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Greenamyre y.col.,
1989), la enfermedad de Parkinson (Mattson, 1990; Turski y col., 1981), la
corea de Huntington (McGeer y col., 1976) y la esclerosis lateral amiotrofica
(Rothstein y col., 1992).

La activacion excesiva de los receptores ionotropicos glutamatérgicos
promueve ia entrada masiva de Ca’™ a las neuronas (Choi, 1988), el cual activa
diferentes mecanismos intracelulares que conducen a la muerte celular via
necrosis o apoptosis (Choi, 1988, Choi, 1995). Entre estos eventos se
encuentran: 1)la generacion de radicales libres, que promueve la peroxidacion
de los lipidos de membrana; 2)la sintesis de dxido nitrico, que pueden actuar
como retromensajero y potenciar el efecto excitotdxico al aumentar la liberacion
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de Glu (Aimeida y col., 1998); 3)la activacion de cadenas enzimaticas
involucradas en el catabolismo de proteinas, fosfolipidos y acidos nucleicos
(Choi, 1995); 4)el desacoplamiento del transporte de electrones en la
mitocondria, con la subsecuente produccion de radicales libres, ia liberacién del
citocromo C y la interrupcion de la cadena respiratoria (Banasiak y col., 2000).

La farmacologia y la fisiopatologia de los R-KA es mucho menos
conocida que la de los R-NMDA y R-AMPA, de cualquier forma se considera
que los R-KA pueden ser permeables a Ca™ en combinaciones especificas de
ciertas subunidades (Ino y col., 1990), por otro lado, diversos estudios de
excitotoxicidad, indican que la activacion excesiva de los R-KA esta involucrada
en {a muerte neuronal excitotdxica (Jensen y col., 1999).

La administracién intraperitoneal de acido kainico a ratas adultas altera la
expresion de algunas subunidades de los receptores para GABA y para AMPA,
como resultado de la excitotoxicidad (Friedman y col., 1994). En este sentido,
también se demostré que el sfafus epilepticus ihducido por KA provoca una
disminucién en la expresion del RNAm y de la proteina de la subunidad GluR2
(Q) del R-AMPA en el hipocampo lo que canduce a la muerte neuronal debido a
la formacion de R-AMPA altamente permeables al Ca** (Sonjay cal ., 2000).

Durante el establecimiento del *Kindling hipocampal’ la expresién del
RNAmM aumenta la expresidon de la subunidad KA2 del R-KA se eleva
significativamente en el hipocampo (Kamphuis, y col., 1995).

Por otro lado, también se demostré que la edicién de las subunidades
GIuR5 (Q/R) y GIuR6 (Q/R) del R-KA se modifican después de la isquemia
cerebral transitoria, condicién en la que se han reportado un aumento en los
niveles extracelulares de Glu (Paschen y col., 1996). Lo anterior sugiere que la
liberacion excesiva de Glu puede modificar la expresion de sus propios
receptores, por lo que probablemente cambios en la expresion de los R-KA
podrian estar relacionados con la generacion de crisis convulsivas y con el dafio
neuronal excitotdxico.

Para caracterizar adecuadamente, los mecanismos implicados en la
muerte neuronal excitotéxica se han implementado diversos modelos
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experimentales, uno de los cuales consiste en la administracién sistémica del
acido glutamico en forma de sai monosddica (GMS) a ratas recién nacidas. En
nuestro laboratorio, a través de la utilizacion de ese modelo se ha demostrado
la susceptibilidad de las neuronas colinérgicas (Ortufio- Sahagun y col., 1997}y
GABAérgicas (Beas-Zarate y col., 1998; Urefia-Guerrero, 1999) a los efectos
excitotdxicos del Glu en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo
durante el desarrolio posnatal de la rata. Ademas, se ha observado que la
administracion de GMS a ratas recién nacidas induce cambios en la unién de
*H}-Glu y de [PH]-KA en corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo de la
rata después del tratamiento (Valdivia-Ramirez, 1997; Flores-Mendoza, 1997).
Por otro lado, también se han observado cambios en la expresion de las
subunidades NMDAR-1, NMDAR2A y NMDAR2B del R-NMDA en las mismas
regiones de ratas adultas después del tratamiento neonatat con GMS (Beas-
Zarate y col., 2001). Sin embargo, se desconocen los efectos de dicho
tratamiento sobre la expresién del R-KA.

. De acuerdo con lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo.se
decidié evaluar el efecto que tiene la administracién sistémica de GMS a
animales recién nacidos sobre la expresidn de las subunidades GIuRS y GluR6
del R-KA en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas
adultas, lo que permitira ampliar el conocimiento que se tiene acerca de los
mecanismos involucrados en el dafio neuronal producido por el Glu,
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Ei Glu es considerado el principal neurotransmisor excitador del SNC de
mamiferos, sin embargo, posee propiedades téxicas cuando se acumula en
concentraciones elevadas dentro del espacio intersinaptico. El efecto
neurotéxico def Glu se debe a una despolarizacién neuronal sostenida,
producida por la sobre-activaciéon de ios receptores glutamatérgicos, que
promueve la entrada masiva de Ca™ a la célula postsindptica activando
diferentes vias de sefializacién intracelular que conducen a la muerte neuronal.
Aunque todos los analogos de Glu pueden inducir dafio, las neuronas son
mucho mas susceptibles a los efectos epileptogénicos y degenerativos del
acido kainico. Los receptores para kainico (R-KA) promueven |a entrada de Na*
y Ca™ y estan ampliamente distribuidos en el SNC, desde la etapa embrionaria
hasta la etapa adulta. El dafio neuronal producido por Glu conocido como
neuroexcitotoxico, se relaciona con cambios en la expresian y fisiologia de los
receptores para diferentes neurotransmisores. Sin embargo, no se conoce si la
exposicién neuronal a concentraciones elevadas de Glu durante la edad
neonatal, modifica los niveles de expresién del RNAm de las subunidades del
R-KA.

Por tanto, en el presente trabajo se evaluo la expresion del RNAm de las
subunidades GIURS y GIuR6 del R-KA en la corteza cerebral, el cuerpo estriado
y el hipocampo de ratas adultas después del tratamiento neonatal con GMS.
Los resultados de este trabajo permitiran comprender mejor algunos de los
eventos asociados a la muerte neuronal que se presenta en diversos

padecimientos neuroldgicos.



HIPOTESIS
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El aumento en la concentracion extracelular de Gilu que produce Ja
administracion sistémica de glutamato monosédico a animales recién nacidos,
elevaré la expresion de las subunidades GIURS y GIuR6 del R-KA en diferentes
regiones cerebrales en la etapa adulta, como parte de los procesos asociados a
la neurodegeneracion excitotdxica.



OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios de expresién de las subunidades del R-KA en |a

corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas adultas después de
haber sido tratadas neonatalmente con GMS.

OBJETIVO PARTICULAR

Determinar el efecto de la administracién sistémica de GMS en etapas
tempranas del desarrollo, sobre los niveles de expresion de las subunidades
GIuRS y GIuR6 del R-KA en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el
hipocampo de ratas adultas.




ﬁ

DIAGRAMA
EXPERIMENTAL
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RATAS WISTAR

GRUPO TESTIGO

1

GRUPO EXPERIMENTAL

1

ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE GMS (4 mg por g
de peso corporal, los dias 1,3,5 y 7 después del

nacimiento)

SACRIFICIO POR DECAPITACION A LOS 60
DIAS DE EDAD POSNATAL

ESTRIADO E

OBTENCION DEL TEJIDO (CORTEZA CEREBRAL, CUERPO

HIPOCAMPO)

| EXTRACCION DE RNA total |
]

RETROTRANSCRIPCION (SINTESIS DE cDNA)

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

I

SEPARACION ELECTROFORETICA

|

ANALISIS DENSITOMETRICO




MATERIALES
Y
METODOS



Tratamiento de los animales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas de la cepa Wistar
recién nacidas, que se dividieron en dos grupos:

Grupo testigo: animales intactos que no recibieron ningun tratamiento.

Grupo experimental: animales que recibieron 4mg de GMS por g de peso
corporal, via subcutanea, los dias 1,3,5 y 7 de edad posnatal.

Obtencion del tejido

Después del tratamiento, los animales se mantuvieron en condiciones de
bioterio (libre acceso al agua y alimento; periodos de luz-obscuridad 12X12 h; y
temperatura ambiente de 23 a 25°C) hasta los sesenta dias de edad, en que
fueron sacrificados por decapitacion. Se extrajo el cerebro en condiciones
asépticas y utilizando material previamente estéril se disecaron las regiones
cerebrales a estudiar; corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo. Los
tejidos se pesaron y se congelaron ra’bidamente en nitrégeno liquido hasta el
dia de su utilizacion para la extraccion del acido ribonucléico (RNA) total.

Obtencidn y cuantificacién del RNA total.

La extraccion del RNA total se realiz6 mediante el método de
isotiocianato de guanidina (Chomezynski y Sacchi. 1987), el cual se describe a
continuacion. El tejido (50 mg) se homogeneizo en 500 pL de trizol, se le
adicionaron 100 yL de cloroformo y se centrifugé a 12,000 r.p.m. durante 19
min a 4°C, se tomé el sobrenadante y se le agreg6 un volumen igual de
isopropanol (0-4°C), se incubd de 10 a 15 min a 4°C y se volvié a centrifugar
bajo fas mismas condiciones. Posteriormente, el RNA precipitado se lavé con
etanol al 75% en agua tratada previamente con 0.1% de di-etil-pirocarbonato
(agua DEPC) y se disolvid en un volumen total de 20-80 L de agua DEPC.
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Determinacion espectrofotométrica de la cantidad y calidad del RNA.

La cantidad y calidad del RNA extraido, se evalto a través del indice de
absorbancia de 260/280 nm. Considerandose 6ptimas aquellas muestras cuyo
indice de absorbancia fuera de 1.7 a 2.0 (Maniatis y coi., 1987).

Retrotranscripcién y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCk).

Para la sintesis del DNAc se utilizé la transcriptasa reversa del virus de la

leucemia murina de Molovney. Se tomaron 2 ug de RNA de cada muestra, se
adiciond agua estéril para un volumen total de 6 pl y se incubo durante 10 min
a 70°C: Inmediatamente después se incubé en un bafo de hielo con agitacion
continua durante 5 min. Posteriormente, se adiciond la mezcla de
retrotranscripcion (Tris-HC! 50 mM pH 8.3; Desoxinucledtidos trifosfatados
(dNTPS) 2.5 mM; Ditiotreitol 10 mM; Iniciadores aleatorios 1 mg/ulL; Inhibidores
de RNAasas (RNAsin) 1U/ul) y la transcriptasa reversa (200 U/uL) para luego
incubarse a 37°C durante una hora y a 95°C durante 10 min, se les adicion6
agua estéril y se conservaron a -20°C hasta su utilizacién para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).
La mezcla de reaccion utilizada para la PCR consistié en: Taq DNA polimerasa
{1 U/uL), 1 pL de DNAc, dNTPs (10 mM), MgCl, (50 mM), Tris-HCI 50 mM pH
8.0, agua estéril y los oligonucledtidos sentido y antisentido para cada
subunidad proteinica del receptor para KA (Gonoi y col., 1994) (Cuadro 1). La
PCR se realizo en un termociclador automatico, que se programé con un ciclo
inicial de 5 min a 94°C, seguido por los ciclos de amplificacién adecuados para
cada gen (Cuadro 1) y un ciclo final de 5 min a 72°C. Cada ciclo de
amplificacién se compone de: una desnaturalizacién del DNA a 94°C por 1 min,
la alineacién e hibridacion de los iniciadores a 60° C por 1 min y la extensién de
los iniciadores a 72°C por 1.5 min. Simuitdneamente se utilizo la expresién del
gen para HPRT (Hipoxantina-fosforribosil-transferasa) como gen constitutivo
{control metodoldgico) (Delgado-Rizo y col., 1998).
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Los productos am'pl'iﬁcados de la PCR se separaron por electroforesis en

gel de agarosa al 1.5%, se fotografiaron con pelicula polaroid 665 en exposicion
alaluz UV y sobre el negativo de la fotografia se realizo el analisis

densitométrico de las bandas con un espectrofotémetro Beckman DUE50. Los

valores de densidad optica para las diversas subunidades fueron calculados y

normalizadas contra la expresidén del gen constitutivo (HPRT) (Figura 9). Los

resultados se expresan como unidades arbitrarias de absorbancia.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron con la prueba de andlisis de varianza

(ANOVA) de una sola via, utilizando el programa de coémputo BIOSTAT y se

consideraron significativamente diferentes aqueilos con una p<0.05.

SECUENCIAS DE LOS INICIADORES UTILIZADOS PARA LA

CUADRO 1

PCR

GEN

GluRS

| cwrs

HPRT

SECUENCIA

Sentido S§-AGTTCCACACATTCAGACTC3'
Antisentido 3"-CGCAATGGCTACCATGTACASS

Sentido 5-ACAGAGAATACCCAAGTCTCI
Antisentido 3'-CCAAGGATTGTAGAATAACTS

Sentido 5-TCCCAGCGTCGTGATTAGTG-3
Antisentido  3'-AGTCGCTTTACCCTTTTCGC-5

PRODUCTO DE
AMPLIFICACION (pb)

S34

582

CICLOS DE
AMPLIFICACION

26

24




RESULTADOS
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Los resultados del presente trabajo muestran que en el grupo testigo el
RNAm para la GIURS se expresa homogéneamente en la corteza cerebral, el
cuerpo estriado y el hipocampo de ratas adultas (Figura 8), en tanto que, la
expresion de GIuR6 es ligeramente mayor en el cuerpo estriado, en relacion
con o observado en corteza cerebral e hipocampo (Figura 9).

El tratamiento neonatal con GMS aumenté la expresién del RNAm de
GIuR5 en la corteza cerebral (>50%) y el hipocampo (>100%) (Figura 8), en
tanto que la expresidn de GIuR6 sdélo se elevd significativamente en el
hipocampo (>100%) (Figura 9). En el cuerpo estriado de ratas tratadas
neonatalmente con GMS también se observd un ligero aumento en los niveles
de expresién del RNAm de GIuRS (27%) y GIuR6 (24%) pero este cambio no
fue estadisticamente significativo al compararse con el grupo testigo (Figura 8 y
9).



DISCUSION
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Los R-KA estan implicados en la transmision sindptica excitadora rapida
mediada por KA y su activacion parece relacionarse con diferentes procesos de
plasticidad neuronal, epilepsia y dafio neuronal excitotoxico (Monoghan y
col.,1989; Coyle y Schwarcz 1976; Sommer y col., 1992). Este tipo de dario se
debe a una activacion excesiva de todos los tipos de receptores
glutamatérgicos y esta relacionado con cambios en 1os niveles de expresion de
las subunidades que componen a dichos receptores (Jensen y col., 1999). Por
otro lado, se sabe que las subunidades GIuR5 (R) y GIuR6 (R) son
impermeables al calcio (Bernard y col., 1994) y que en el SNC de la rata ambas
subunidades predominan en la edad aduita (Paschen y col., 1994).

El tratamiento neonatal de GMS produce pérdida neuronal en diferentes
regiones cerebrales (Beas-Zarate, y col., 2001), por lo que en este trabajo se
analizaron los niveles de expresién de las subunidades GIuRS y GIuRS en {a
corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas aduitas después
del tratamiento neonatal con GMS.

Las subunidades del R-KA se expresan desde la etapa embrionaria hasta

- la edad adulta de forma diferencial en cada una de las etapas y regiones
cerebrales (Bahn y col., 1994). Particularmente, ia expresion del RNAm para las
subunidades GIuR5 y GIuRS tiende a disminuir hacia la etapa adulta de manera
practicamente homogénea en todas las regiones cerebrales de ia rata (Bahny
col., 1994, Jeremy y col., 1994), aunque se ha reportado que la expresién de
GiuR6 suele ser mayor en el cuerpo estriado de ratas en la edad aduitas
(Wuellner y col., 1997). Descripciones que concuerdan parcialmente con lo
encontrado en el presente trabajo en el grupo testigo, ya que debido a la técnica
utilizada y a la edad analizada (60 dias de edad posnatal) resuita dificil
comparar los niveles de expresién de GIuR5 y GIUR6 con los diferentes datos
mostrados. ' v

Los resultados del presente trabajo indican que el tratamiento neonatal
con GMS eleva la expresion del RNAmM de GIuR5 en todas las regiones
cerebrales estudiadas, sin embargo, este aumento sélo fue significativo para la
corteza cerebral (>50%) y ef hipocampo (>100%), en tanto que la expresion de
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GIuRE sélo se elevo en el hipocampo (>100%). En este sentido, diferentes
evidencias experimentales han demostrado que durante la isquemia cerebral
transitoria la edicién del RNAm para GIuR5 (R) y GIuR6 (R) es modificada en la
corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo, particularmente la edicién
de GIuR6 (R) se disminuye (Paschen y col, 1994) por lo que estas
modificaciones podrian cambiar las propiedades fisioldgicas del R-KA siendo
este mas permeable al calcio el cual puede conducir a la perdida neuronal
selectiva. Ademas, se ha observado que cultivos de neuronas corticales
expuestos a |a toxicidad del KA la viabilidad celular se disminuye y la expresién
proteinica de subunidades GIuRS, GIuR7 y KA2 no se incrementan, sefialando
que otras subunidades son las que podrian estar mediando el efecto téxico del
KA debido a ia muerte neuronal observada (Friedman y coi., 1994). De este
modo, las subunidades GIuRS y GIuR6 determinantes para la permeabilidad al
calcio podrian estar mediando el efecto neuroexcitotéxico del KA.

Por otro lado, se ha encontrado que en cerebros de pacientes con
esquizofrenia existe un incremento en fa unién de [3H]-KA en corteza prefrontal
y una disminucién en el RNAm que codifica para la subunidad KA2, asi como
un incrémento en la subunidad GIuR7 (Meador-Woodruff y col., 2001). En este
sentido, se ha sehalado que un incremento o una disminucién en la expresién
del RNAm de las subunidades del R-KA cambia las propiedades farmacolégicas
y por ende Ia fisiologia del R-KA (Meador-Woodruff y col., 2001). Asi, se ha
observado que la sobre-expresidon de GIuR6 (R) en el hipocampo de ratas
aduitas provoca cambios en la excitabilidad neuronal, incrementando la
hiperexcitabilidad (Telfeian y col., 2000). Asi mismo, se ha demostrado que
ratones deficientes del gen para la subunidad GIuR6 en hipocampo, son
resistentes a desarrollar crisis convulsivas inducidas por el KA (Mulle y col.,
1998), sugiriendo que esta subunidad esta directamente implicada en la
generacion de las crisis convulsivas.

Por otro lado, se ha demostrado que la administracion intraperitoneal de
acido kainico a ratas adultas altera la expresién de algunas subunidades de los
receptores para GABA y para AMPA/KA, como resultado de la excitotoxicidad'
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(Friedman y col., 1994). En este sentido, se ha demostrado que el sfatus -
epifepticus inducido por KA provoca una disminucién en la expresién del RNAm
y de la proteina de la subunidad GIuR2 (Q) del R-AMPA en el hipocampo o
que conduce a la muerte neuronal debido a la formacion de R-AMPA altamente
permeables al Ca™ (Sonja y col.,2000). Ademas, recientemente se ha
demostrado que el tratamiento neonatal con GMS provoca aiteraciones
morfolégicas de ¢élulas gliales tras la perdida neuronal en ia corteza cerebral, el
cuerpo estriado y el hipocampo (Beas-Zarate y col., 2001) y una disminucién de
células GABAérgicas (Urefia-Guerrero, 1999) asi como, un incremento del
RNAm de las subunidades NMDAR-1, NMDAR2A y NMDAR2B del R-NMDA en
las mismas regiones de ratas aduitas (Beas-Zérate y col., 2001). Por lo que, la
sobreactivacién de los R-Glu, generada por el tratamiento neonatal con GMS
podria alterar {a migracién neuronal y promover la muerte neuronal. Por otro
lado, se ha sugerido que tras el dafio y muerte neuronal, se da el
establecimiento de conexiones sinapticas -compensatorias con un méyor
incremento en la expresion de los R-KA fendmeno conocido como ‘“up
regulation” como una respuesta pidstica del cerebro (Geddens y col,, 1985).
Augque se ha sefialando, que durante el desarrollo normal del cerebro ei
incremento del RNAm del R-KA, gque se inicia en la primera semana de vida, se
asocia con los procesos de regresion axonal y muerte neuronal que suceden
durante la sinaptogénesis para el establecimiento de sinapsis definitivas (Bahn
y col., 1994). Por lo que estos procesos podrian iniciarse erroneamente debido
al tratamiento neonatal con GMS. Ademas, bajo el mismo tratamiento neonatal -
con GMS los patrones de union de {PH]-Glu (Valdivia-Ramirez, 1997) y [PH]-KA
{Flores-Mendoza, 1997) se ven modificados en diferentes regiones cerebrales
durante el desarrollo posnatal. Estas modificaciones, podrian elevar la
susceptibilidad de diferentes tipos neuronales al efecto excitotoxico del GMS,
pero también podrian ejercer algdn efecto neuroprotector. En este sentido, se
ha sefalado que hipocampo es una regidon cerebral vuinerabie a la
excitotdxicidad inducida por ciertos agonistas glutamatérgicos, particularmente
células piramidales del drea CA3 (Nadler y col., 1978). Indicando que las
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subunidades GIuR5 y GIuR6 del R-KA se localizan en ‘Interneuronas
GABAérgicas tanto pre como posinapticamente . en el area CA1 y CA3 del
hipocampo y que la subunidad GIURS reguia la transmision sinaptica excitadora
(Vignes y col., 1998) e inhibitoria (Clarke y col., 1997), mediante la liberacion
de Glu o la inhibicion de GABA a través de la estimulacion de R-KA de
terminales presinapticas (Coyle 1983); la inhibicion en la liberacion de GABA
puede incrementar la excitabilidad neuronal. De esta forma, el incremento
observado en el RNAm de las subunidades GIuR5 y GIURE en el hipocampo
debido al tratamiento neonatal con GMS en la edad adulta podria estar
asociado a un mecanismo neuroprotectivo debido a la perdida de neuronas
GABAérgicas (Urefia-Guerrero, 1999) en esta region, ya que se ha sugerido
que después del dafio isquémico las neuronas que lograron sobrevivir o que
son menos susceptibles al dafio pueden expresar mayor numero de recéptores
(Paschen y col., 1994). Sin embargo, hay evidencias experimentales que
indican que la administracion de KA promueve la perdida de neuronas
GABAérgica e incrementa la hiperexcitabilidad en el area CA1 del hipocampo
debido a una disminucién en la transmisién sindptica inhibitoria (Rodriguez-
Moreno y col., 2000), fenédmeno asociado con el desarroilo de las crisis (Fisher
y Alger, 1984). Por otro lado, recientemente se ha confirmado Ia presencia de
v R-Glu en células de la astroglia vy microglia (Gallo y col.,, 2000) y que el
tratamiento neonatal con GMS provoca un incremento en el numero de céiulas
gliales (Beas-Zarate y col., 2001), por lo que es posible que, el incremento
observado en la expresién del RNAm de GIuR5 y GIuR6 se deba a unv
incremento de células gliales. A través de la técnica utilizada en este trabajo
resulta imposible trabajar solo con neuronas, por |0 que es necesario realizar un
estudio de RT-PCR con células Unicas. '
Por otro lado, el tratamiento neanatal con GMS no modifico los niveles de
expresion del RNAm de las subunidades GIURS y GIuR6 del cuerpo estriado. Es
este sentido, se ha visto que al tercer dia de edad posnatal los patrones de
expresion de las subunidades del R-KA en la rata maduran tempranamente
{Nansen y col, 2000), incluso antes del establecimiento de las sinapsis
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definitivas. Esto sugiere que, al menos las subunidades analizadas en este
trabajo no son modificadas por el efecto del tratamiento neonatal con GMS. Lo
que indica que el Glu u otros agonistas podria desarrollar su efecto a través de
otros receptores, particularmente de tipo NMDA; y también, se ha observado
que en {a enfermedad de Alzheimer hay una pérdida de aferencias cértico
estriatales y consecuentemente una alteracion del circuito neuronal, en el cual
la densidad de los receptores para KA no se ve alterada en el estriado (Ulas y
col., 1994). Hechos que apoya la escasa rhovilidad de este receptor en el
cuerpo estriado.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
trabajo es posible observar que elevadas concentraciones de Giu en edad
temprana del SNC, modifica la expresién y posiblemente el ensamblaje del R-
KA, principalmente en el hipocampo y la corteza cerebral, lo que significaria un
posible cambio en las propiedades fisiologicas del propio receptor y cuyas
implicaciones podrian ir desde cambios en la remodelacion sinaptica hasta la
susceptibilidad para el desarrollo de procesos neurodegenerativos y muerte
neuronal. Tal como se ha demostrado previamente con este modelo (Gonzales-
Burgos y col., 2001). Sin embargo, estudios adicionales seran necesarios para
esclarecer y precisar estas implicaciones, por lo que se continuara con estudios
de electrofisiologia e inmunocitoquimica que permitan profundizar y ampliar el
conocimiento de este receptor, asi como esclarecer esta hipotesis.



CONCLUSIONES



1.

37

Ei tratamiento neonatal con GMS incrementa la expresién del RNAm de
GIuRS en la corteza cerebral y el hipocampo, en tanto que la expresién de
GIURS la incremente solo en hipocampo. E! incremento en la expresién de
ambas subunidades, podria modificar la conformacién y propiedades del R-
KA que implicarian cambios en la excitabilidad de algunas neuronas de

estas regiones en la edad adulita.

El tratamiento neonatal con GMS no tiene efecto sobre la expresion del
RNAm de las subunidades GluR5 y GIuR6 en el cuerpo estriado en la edad
adulta de la rata. Lo cual puede deberse a que dicha regio debido a su

temprana maduracién es menos vuinerable al GMS.

El incremento en la expresion del RNAm para la GIuRS y GIuR6 bajo el
tratamiento neonatal con GMS podria por un lado, elevar la susceptibilidad
de las neuronas al efecto excitotoxico del GMS o bien ejercer algun efecto
neuroprotector, por lo que son necesarios mas estudios para caracterizar las

consecuencias fisiolégicas de dicho incremento.
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FIGURA 1
DIVISION ANATOMICA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

A. Localizacién anatémica del Sistema Nervioso Central en Humanos. B. Hay siete
divisiones principales del SNC: (1) hemisferios cerebrales, (2) diencéfalo, (3)
mesencéfalo, (4) protuberancia, (5) cerebelo, (6) bulbo raquideo y (7) médula espinal.
El mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo raquideo forman el tronco encefalico.
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FIGURA 2

DIFERENTES TIPOS DE CELULAS NERVIOSAS QUE
CONSTITUYEN A LA CORTEZA CEREBRAL.

A) Céiula horizontal de Cajal E) Célula granular interna
B) Célula estrellada F) Célula piramidal gigante
C) Célula piramidal pequeiia G) Célula poligonal

D) Célula piramidal mediana H) Célula de Martinotti




g
o

CAPA Il

CAPA IV

CAPA VI

Feria-Velasco A. y Tapia Arizmendi G. (1986)
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FIGURA 3
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GLUTAMATERGICA EN EL CEREBRO DE LA RATA ADULTA

(C) Corteza cerebral
(CE) Cuerpo estriado v
(AM) Amigdala

(CB) Cerebelo

{NC) Nucleo caudado
(CS) Coliculo superior
(Hp) Hipocampo
(NGL) Nucleo reticulado lateral
(NR) Nugcleo rojo

(O Oliva inferior
(SN) Sustancia negra

(T) Talamo
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FIGURA 4

SINAPSIS GLUTAMATERGICA

1)Sintesis de Glu
A.Ornitin amino transferasa
B.Glutamina sintetasa
C.Deshldrogenasa del Glu

2)Transporte de Glu hacia las vesiculas sinapticas

3)Liberacion exocitica de Giu

4)Interaccion del Glu con receptores ionotrépicos

5)interaccion del Glu con receptores metabotrépicos

6)Recaptura neuronal de Glu

7)Recaptura astroglial de Glu

8)Degradacidn bioquimica del Glu dentro de los astrocitos
9)Transporte de GIn desde el astrocito hacia la terminal glutamatérgica.

Nota: en el esquema se muestran receptores postsindpticos, sin
embargo, también se han descrito a nivel presinaptico.



NEURONA
PRESINAPTICA

Omitina Gin

ASTROGLIA

NEURONA

POSTSINAPTICA / R-Metabotrépico

Ureia-Guerrero M.E. Tesis de Maestria. (1999)



FIGURA §
TIPOS DE RECEPTORES A GLUTAMATO

Esquema que muestra los mecanismos celulares activados por la interaccién
de Glu con sus receptores ionotrépicos (A, B y C) y metabotrépicos (D), asi como los
tipos y subtipos de subunidades que pueden conformar a dichos receptores. En el
caso del R-NMDA se muestran los mditiples sitios de modulacién y bloqueo de la
corriente iénica activada por este receptor. '



A. Receptor NMDA B. Receptor AMPA/AK

SUBUNIDADES: NR1A-H ¥ NR2A-D SUBUNIDADES: GuR1-4

Ca*

C. Receptor AK

SUBUNIDADES: GluRS-7 y KA1.2

41Pay DAG

mGIuR1 5 C MGIURZ4,6:8

Urefa-Guerrero M.E. Tesis de Maestria. (1999)
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FIGURA 6

DOMINIOS TRANSMEMBRANALES DE LAS SUBUNIDADES
PROTEICAS QUE COMPONEN LOS RECEPTORES
IONOTROPICOS GLUTAMATERGICOS

Las subunidades proteicas de los receptores ionotrépicos glutamatérgicos
poseen cuatro dominios transmembranaies los cuales se han denominado M1-M4 de
los cuales solo el M1, M3 y M4 son transmembranales mientras que el Ml no cruza la
membrana, asi el grupo amino terminal (NH,) y carboxilo terminal son intracelular.
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FIGURA 7

DISTRIBUCION DE LAS SUBUNIDADES GIuR5 Y GIuR6 DEL
R-KA A TRAVES DEL DESARROLLO DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL DE LA RATA

Abreviaturas:
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Corteza sensorial
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Giro dentado

Hipocampo
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Putamen
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Region CA1 del Hipocampo
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FIGURA 8

EFECTO DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON GMS SOBRE
LA EXPRESION DEL RNAm PARA LA SUBUNIDAD GIuR5
EN LA EDAD ADULTA DE LA RATA

A) Imagen de los productos amplificados por PCR para la subunidad GIuRS del
receptor para KA en corteza cerebral (1Testigo, 2 Experimental), cuerpo estriado
(3 Testigo,4 Experimental) e hipocampo (5 Testigo, 6 Experimental) de ratas
aduitas.

B) Grafica que muestra las densidades opticas (D.Q) de los productos amplificados,
cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias.

Los resultados expresan la media + error estandar de tres experimentos por triplicado.
Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

©p< 0.05 con respecto a su control.
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FIGURA 9

EFECTO DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON GMS SOBRE
LA EXPRESION DEL RNAm PARA LA SUBUNIDAD GIuR6
EN LA EDAD ADULTA DE LA RATA

A) Imagen de los productos amplificados por PCR para la subunidad GIuR6 del
receptor para KA en corteza cerebral (1Testigo, 2 Experimentai), cuerpo
estriado (3 Testigo,4 Experimental) e hipocampo (5 Testigo, 6 Experimental) de
ratas adultas.

B) Gréfica que muestra las densidades 6pticas (D.O) de los productos
amplificados, cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias.

Los resultados expresan la media + error estdndar de tres experimentos por

triplicado. Las diferencias estadisticamente significativas fueron:

©p< 0.05 con respecto a su control.
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FIGURA 10

EXPRESION DEL RNAm DEL GEN HPRT DESPUES DEL
TRATAMIENTO NEONATAL CON GMS EN DIFERENTES
REGIONES CEREBRALES DE LA RATA EN LA EDAD
ADULTA

A) La imagen ilustra los productos amplificados por PCR para la el Gen de
HPRT en corteza cerebral (1Testigo, 2 Experimental), cuerpo estriado (3
Testigo,4 Experimental) e hipocampo (5 Testigo, 6 Experimental) de ratas
adultas de ratas adultas utilizado como control para PCR de las dos
subunidades amplificadas del Receptor para KA.

B) Gréafica que muestra las densidades Opticas (D.O) de los productos
amplificados, cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias.
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