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RESUME N 

El efecto neuroexcitador que ejerce el Glutamato (Giu) depende de su 

interacción con receptores ionotrópicos o metabotrópicos. Los receptare~ 

ionotrópicos glutamatérgicos se clasifican, de acuerdo a su afinidad por 

agonistas selectivos, en receptores para: N-metil-0-aspartato (R-NMDA), ácido 

3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol propiónico (R-AMPA) y Kainato (R-KA). La 

sobreactivación de los receptores glutamatérgicos, principalmente los de tipo 

ionotrópicos conduce a la muerte neuronal, a través de mecanismos asociados 

con diversas enfermedades neurodegenerativa. 

La exposición prolongada de los receptores a su agonista modifica el número 

de sitios de unión 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 demostrado que la administración 

sistémica de glutamato monosódico (GMS) a ratas recién nacidas incrementa la 

unión de glutamato y kainato en la corteza cerebral de la rata a los sesenta 

días de edad. Además, este tratamiento modifica los patrones de expresión del 

RNAm de las subunidades proteínicas que componen al receptor NMDA. Las 

subunidades proteínicas KA 1, KA2, GluR5, GluR6 y GluR7 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 

determinó el efecto del tratamiento neonatal de GMS (4mg/g de peso corporal, 

vía subcutánea, Jos días 1, 3, 5 y 7 después del nacimiento) sobre los patrones 

de expresión de las subunidades GluR5 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 expresión del RNAm de GluR5 en la corteza cerebral y el hipocampo, región 

en la cual también se eleva la expresión de GluR6. Esto sugiere que el 

tratamiento neonatal con GMS puede modificar la composición de los R-KA, así 

como su funcionalidad en ambas regiones cerebrales. 
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El Sistema Nervioso (SN) es un conjunto de estructuras funcionalmente 

especializadas, a través de las cuales el organismo responde adecuadamee a 

los estímulos que recibe, tanto del medio externo como del interno. Por lo que fa 

posibilidad de adaptación al ambiente y por lo tanto, la supervivencia dependen 

de su funcionalidad (López·Antúnez, 1986). 

Los elementos básicos que componen al tejido nervioso son: 1) células 

nerviosas (neuronas), 2) células intersticiales (astrocitos, oligodendrocitos, 

células de Schwann y células satélite) y 3) elementos del tejido conjuntivo 

(fibroblastos, microglia, vasos sanguíneos y liquido extracelular). Las neuronas 

y células intersticiales derivan del ectodermo embrionario, mientras que los 

elementos del tejido conjuntivo derivan del mesodermo (Noback y col., 1980). 

Anatómicamente, el SN se divide en Sistema Nervioso Central {SNC) ,y 

Sistema Nervioso Periférico (SNP) (Figura 1 ). El SNC está formado por la 

médula espinal y el cerebro, el cual a su vez incluye varias estructuras 

anatómicas, como el bulbo raquídeo 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 formación 

hipocampal, la amígdala y los ganglios basales. En su conjunto, estas 

estructuras regulan los comportamientos más elaborados del organismo 

(Martín, 1998). 

Por otro fado, el SNP comprende una parte somática y otra autónoma, 

ambas controladas por el SNC. La parte somática contiene neuronas 

sensoriales que inervan piel, músculos y articulaciones, para detectar todos Jos 

estímulos. La parte autónoma contiene neuronas que inervan glándulas y 

musculatura lisa de vísceras y vasos sangufneos. El sistema nervioso 

autónomo se subdivide a su vez en dos componentes: simpático y 

parasimpático, que regula las funciones corporales de acuerdo con el estado 

interno del organismo (Martín, 1998). 
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ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 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, la iniciación de movimientos voluntarios, así 

como las respuestas motoras y conductuales a la percepción 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 más profunda se conocen como: 

l. Capa molecular. Contiene numerosas fibras nerviosas de paso y a 

las células horizontales de Cajal. 

JI. Capa granular externa. Compuesta de células granulares, células 

estrelladas y algunas células piramidales pequeñas. 

111. Capa piramidal externa. Consta de las células piramidales de 

tamal'io mediano y algunas grandes en la zona profunda. 

IV. Capa granular interna. Incluye a las células granulares de Golgi tipo 

11 y algunas piramidales de tamaño pequeño. 

V. Capa piramidal interna. Consta de células piramidales grandes, las 

cuales en el área motora reciben el nombre de células gigantes de 

Betz y conducen impulsos a las motoneuronas localizadas en la 

médula espinal. 

VI. Capa poliforme o multiforme. Incluye células de diferentes 

morfologías (triangulares, poligonales, periformes, redondas, etc;), 

pero principalmente a células fusiformes (López-Antúnez, 1986) 

(Figura 2). 

Aferencias corticales 

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

del tálamo (aferencias tálamo-corticales). además de una gran cantidad de 

fibras interhemisféricas y de asociación cortical. 
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Eferencias corticales 

las fibras eferentes pueden terminar en otras regiones de la corteza 

cerebral del mismo hemisterio (fibras de asociación intrínsecas) o del hemisferio 

opuesto (fibras interhemisféricas), así como, en diferentes regiones 

subcorticales (fibras de proyección) (Martín, 1998; Kandel y col., 1998). 

ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DEL CUERPO ESTRIADO 

En un corte antera-posterior de los hemisferios cerebrales pueden 

observarse, entre la corteza cerebral y el tálamo, a un grupo de núcleos 

conocidos como ganglios basales, dentro de los cuales se incluye al cuerpo 

estriado, el núcleo amigdalina y la sustancia negra. A su vez, el cuerpo estriado 

está formado por el núcleo caudado, el putamen y el globo pálido, este último 

conocido también como núcleo lentiforme. El cuerpo estriado interviene en la 

regulación del tono y la postura, en la estabilización y coordinación del 

movimiento y es base importante de los procesos de aprendizaje (Kandel y col., 

1998; Gilman y col., 1994). 

Aferencias estriatales 

1. Cortico-estriatales: fibras que proceden de todas las áreas corticales y 

finalizan en el estriado. 

2. Tálamo-estriatales: fibras procedentes de los núcleos intralaminares, 

especialmente de los núcleos centromediano y parafasicufar. 

3. Nigro-estriatales: contienen fibras que se proyectan a todo el estriado a 

través de axones muy finos. 

Eferencias estriatales 

la mayoría de fas proyecciones eferentes convergen en el globo pálido, 

al cual llegan fibras tanto del caudado como del putamen (Afcaraz, 2000; 

Kandel y col., 1998). 
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ANATOMIA Y FISIOLOGÍA DEL HIPOCAMPO 

Dentro de los hemisferios cerebrales existen dos estructuras 

subcorticales, la formación hipocampal y la amígdala, que en conjunto forman 

parte del sistema límbico. La formación hipocampal consta de tres componentes 

el hipocampo, el giro dentado y el giro hipocampal. El hipocampo es una 

elevación curva de sustancia gris que se extiende a todo lo largo del asta 

inferior del ventrículo lateral (Martín, 1998). 

La corteza del giro hipocampal tiene 6 capas, las cuales al continuarse 

hacia el hipocampo se distribuyen gradualmente, para dar origen a una 

disposición de 3 capas, que se describen a continuación: 

1. Capa molecular: incluye fibras nerviosas y neuronas pequeñas 

dispersas. 

2. Capa piramidal: formada por neuronas piramidales grandes. 

3. Capa polimórfica interna: con una estructura similar a la de la capa 

polimórfica 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 

pequeñas que se disponen de forma compacta y cuyos axones establecen 

contactos sinápticos con las dendritas de las células piramidales del hipocampo 

(Martín, 1998). Los circuitos hipocampales son esenciales para consolidar la 

memoria a corto plazo en memoria a largo plazo Y. para la memoria espacial 

(Martín, 1998; Kandel y col., 1998). 

Aferencias hipocampales 

La terminales nerviosas que llegan al hipocampo provienen de la corteza 

entorrinal adyacente, la circunvolución del cuerpo calloso, la corteza orbitaria, la 

amígdala, áreas del lóbulo temporal, núcleos septales e hipotalámicos y del 

hipocampo contralateral. A través de estas conexiones, el hipocampo tiene 

acceso a casi todos los tipos de información sensorial. 
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Eferencias hipocampales 

Las neuronas eferentes son principalmente piramidales del hipocampo y 

del subículo que proyectan sus axones a través del fónix hasta la corteza 

entorrinal y la amígdala (Martín, 1998; Gilman y col.,1994). 

COMUNICACIÓN INTERNEURONAL 

Las neuronas se comunican entre sí, a través de contactos funcionales, 

conocidos como sinapsis, donde la neurona que transmite la información es 

presináptica y la neurona que la recibe es postsináptica (Martín, 1998). 

Los contactos sinápticos pueden ser de dos tipos: eléctricos, cuando el 

impulso nervioso se transmite directamente de una neurona a otra, a través de 

conexones; y quimicos, cuando el impulso nervioso induce la liberación del 

neurotransmisor desde la neurona presináptica hacia el espacio intersináptico 

(Stratton, 1984)~ El neurotransmisor es una molécula mensajera que se 

almacena dentro de las terminales presináptlcas y que cuenta con receptores 

específicos en la membrana plasmática de las células postsinápticas. La 

interacción del neurotransmisor con sus receptores especificos modifica la 

permeabilidad iónica de la célula postsináptica y por lo tanto, su excitabilidad 

(Kandel y col., 1998; Newsholme y col., 1986). Cuando la interacción del 

neurotransmisor con sus receptores específicos produce despolarización de la 

membrana, se dice que se trata de un neurotransmisor excitador, en cambio 

cuando se presenta una hiperpolarización de la membrana, se dice que se trata 

de un neurotransmisor inhibidor (Kandel y col., 1998). 

EL GLUTAMA TO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El Glutamato (Giu) es un aminoácido no esencial, que además de formar 

parte de las proteínas, actúa como el principal neurotransmisor excitador del 

SNC de mamíferos (Dingledine y col., 1993). Aunque ha sido dificil establecer 

las vías de neurotransmisión glutamatérgica, se ha propuesto que el Glu está 

implicado en las conexiones descendentes de la corteza cerebral hacia el 

hipocampo (tanto ipsilaterales, como contralaterales); así como en las 
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conexiones que existen entre la corteza cerebral y diversos núcleos 

hipotalámicos, talámicos y troncoencefálicos. Además, las células granulares 

del cerebelo, las terminales de aferentes primarias y las que comunican los 

bulbos olfatorios con la corteza cerebral olfatoria son glutamatérgicas 

(Tresguerran. 1995) (Figura 3). 

Dentro del SNC, las neuronas glutamatérgicas sintetizan Glu, a partir de 

la glucosa o de otros precursores, a través de diferentes rutas metabólicas. Una 

de ellas, al parecer la más importante para el Glu neurotransmisor, consiste en 

la formación de Glu a partir de Glutamina (Gin) por acción de la Glutaminasa 

(Dingledine y col., 1993). Las células gliales desempenan una función 

importante en la interconversión de Glu a Gln, ya que capturan el Glu del 

espacio intersticial y lo convierten en Gln por acción de la sintetasa de 

glutamina. Posteriormente, la Gln 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 vesículas sinápticas a 

través de un proceso dependiente de ATP (Robinson y col ., 1987) {Figura 4). 

El Glu neurotransmisor se libera de la terminal presináptica a través de 

dos mecanismos diferentes: el primero, independiente de la concentración 

intracelular de ca++, por cotransporte reverso de la captura de sodio Na+, desde 

el citoplasma hacia el espacio intersináptico a través de la membrana celular; y 

el segundo, a través de la exocitosis de vesículas sinápticas del 

neurotransmisor, la cual se estimula al elevarse la concentración intracelular de 

ca++ (Kauppinen y col., 1988). 

Después de liberarse hacia el espacio intersináptico, el Glu interactúa 

con receptores específicos 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 presináptica, en la neurona postsináptica o en las 

células gliales {Gallo y col., 2000; Steinauser y col., 1996). 
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RECEPTORES GLUTAMATERGICOS 

En general, los neurotransmisores pueden interactuar con dos tipos de 

receptores, conocidos como: ionotr6picos cuando al activarse permiten el 

paso de iones a través de un poro incluido en la estructura del receptor; y 

metabotrópicos cuando al activarse modulan la síntesis de segundos 

mensajeros a través de su interacción con proteínas G (Moriyoshi y col., 1991; 

Masu y col., 1993). El Glu se caracteriza por contar con ambos tipos de 

receptores. Así, los receptores ionotrópicos glutamatérgicos se clasifican, de 

acuerdo con su afinidad por agonistas selectivos, en receptores para: NMOA 

(N-metii-0-Aspartato ), AMPA (Acido 3-amino-4-hidroxi-5-metil-isoxasol 

propiónico) y KA (Kainato) (Lipton y col., 1994; Monoghan y col., 1989) (Figura 

5). 

Estructuralmente, los receptores ionotrópicos glutamatérgicos son 

complejos macromoleculares oligoméricos .formados por 4 o 5 subunidades 

polipeptídicas, cada una con cuatro dominios hidrofóbicos, 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, así 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 ionotrópicos glutamatérgicos, producto de la 

expresión y combinación variable de las diferentes subunidades proteínicas que 

los componen (Hollman y col., 1994). En términos generales, algunas de estas 

subunidades pueden modificarse por procesos postranscripcionales de edición 

que al combinarse alternativamente, originan receptores glutamatérgicos con 

características funcionales diferentes (Nakanishi.1990; James y col., 1996). 

Receptores para NMDA 

El receptor NMDA (R-NMDA) posee un canal iónico altamente permeable 

a ca- y Na+, que para activarse requiere de la eliminación del bloqueo 
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dependiente de voltaje, que ejerce el magnesio (Mg++) dentro del canal, por lo 

que se considera un receptor sensible a voltaje (Masu, 1993). Este receptor 

también se caracteriza por tener una elevada permeabilidad al ca++ y contar 

con múltiples sitios de regulación farmacológica, tales como los sitios de unión 

para: 1)el transmisor, sus agonistas y antagonistas competitivos; 2)glícina 

(coagonista); 3)MK801 (dizocilpina) y fenciclidina {bloqueadores del canal 

iónico); 4)Mg++ (bloqueador del canal iónico); S)Zinc (Zn++; modulación positiva 

del canal); y 6)poliaminas (modulación positiva o negativa, dependiendo del 

compuesto y de la concentración del mismo). Además, este receptor también 

posee dominios extracelulares sensibles a los cambios de pH {sitio REOOX) 

(Sakurada y col., 1993). 

Molecularmente, el R-NMOA es un complejo proteínico que puede estar 

formado por la combinación de las subunidades NR1 y NR2A-O, donde NR1 

determina la existencia de un canal funcional y NR2A-O las propiedades 

farmacológicas 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 expresión de NR2A-D parece 

ser específica para cada una de las estructuras cerebrales y etapas del 

desarrollo {Masu, 1993). 

Receptores para AMPA 

Las subunidades proteínicas que conforman al receptor AMPA {R-AMPA) 

son identificadas como: GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4. La combinación 

homomérica o heteromérica de estas subunidades genera receptores con una 

afinidad de unión elevada para el AMPA y con baja afinidad para KA 

{Bieakman, y col., 1998). Aunque se consideró por mucho tiempo, que este 

receptor tenía, igual que el R-NMDA, una estructura pentamérica, 

recientemente se sugirió 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 aminoacídico de glutamina (Q) en el segundo 

segmento transmembranal {M2). Sin embargo, GluR2 puede editarse en dos 
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isoformas, con glutamina ó con arginina (R) en la misma posición del segmento 

M2. La presencia GluR2 con glutamina en el segmento M2 eleva la 

permeabilidad del canal del R-AMPA al ión ca++ (Jeremy y col., 1994; 

Burnashev, 1996). 

Las subunidades GluR2, GluR3 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 

desensibilización del canal y se expresan principalmente en etapas tempranas 

del desarrollo cerebral, contribuyendo al establecimiento de los contactos 

sinápticos, en tanto que las variantes "flop" se expresan mayormente en la edad 

adulta (Bieakman y col., 1998). 

Receptores para Kainato 

El ácido kaínico (KA). análogo glutamatérgico altamente epileptogénico y 

excitotóxico, posee receptores específicos con alta afinidad de unión para el 

eH]-KA en diferentes regiones cerebrales de la rata. Las subunidades que 

conforman al receptor para kaínico (R-KA) son: GluR5, GluR6, GluR7 y las 

proteínas KA1 y KA2 (Jeremy y col., 1994; Chittajallu y col., 1999) (Figura 5). 

Las subunidades GluR5 y GluR7 se modifican a través de procesos 

postranscripcionales, generando así dos variantes de ambas subunidades 

(GiuRS1.2. GluR7a-b) (Chittajallu y col., 1999). Adicionalmente, las subunidades 

GluR5 y GluR6, de manera semejante a GluR2, pueden editarse con un residuo 

aminoacídico 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 edición 

de GluR5(R) y GluR6(R) durante el desarrollo del SNC de la rata, se eleva 

hacia la etapa adulta (Bernard y col., 1994; Paschen y col., 1994). Además, 

GluR6 puede presentar modificaciones de edición en el primer segmento 

transmembranal, donde un residuo de lsoleucina se cambia por Valina (IN) y un 

residuo de Tirosina por Cisteína (Y/C), siendo predominante la isoforma GluR6 

(RIV/C) en el adulto (Chittajallu y col., 1999). Por otro lado, las subunidades 

GluRS, GluR6 y GluR7 pueden ensamblarse de forma homomérica o en 
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combinación heteromérica con KA 1 o KA2 para formar canales iónicos 

funcionales con una elevada afinidad por KA (Bemard y col., 1994; Bleakman 

y col., 1998) 

Distribución del Receptor para Kainato (R·KA) 

Los RNAm que codifican para las subunidades del R-KA están presentes 

desde la etapa embrionaria hasta la etapa adulta y cuentan con una distribución 

amplia dentro del SNC de la rata (Wuellner y col.,1997; Wisden y Seeburg., 

1993). Durante el desarrollo embrionario de los hemisferios cerebrales, 

aproximadamente hacia el día 14, se observa una cantidad moderada del 

RNAm para la subunidad KA2, la cual se expresa de manera invariable durante 

todo el desarrollo posnatal hasta la edad adulta (Bahn y col., 1994). En el día 19 

del desarrollo embrionario, las subunidades GluRS, GluR6 y GluR7 se expresan 

significativamente en las capas corticales 11, 111 y IV, sin embargo, su expresión 

disminuye de forma gradual hasta llegar a la edad adulta (Bahn y col., 1994). En 

relación con la subunidad GluR7, se ha senalado que su expresión permanece 

sin cambios significativos a lo largo de todo el desarrollo cortical del cerebro de 

la rata (Bahn y col., 1994)( Figura 7). 

Característicamente, se ha observado que al nacimiento existe una 

expresión elevada de todas las subunidades del R-KA en los ganglios basales 

del cerebro de la rata, la cual disminuye hacia el día 20 de edad posnatal 

(Wuellner y col., 1997). En la edad adulta, las subunidades KA2 y GluRS se 

expresan significativamente en: el cuerpo estriado, el núcleo accumbens, el 

subtálamo 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 

GluR7 es mayor en la sustancia negra compacta, comparada con lo observado 

en el cuerpo estriado, globo pálido y sustancia negra reticulada, donde es 

escasa en la edad adulta (Wuellner y col.,1997; Jeremy y col., 1994). Las 

subunidades KA 1 y GluRS 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 expresión de las 
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subunidades del R-KA están presente desde el primer dias de edad posnatal, 

incluso antes de que los contactos sinápticos definitivos se establezcan, dichas 

subunidades ya son fisiológicamente estables (Nansen y col., 2000). Así mismo, 

se ha observado que en· el globo pálido existe una expresión transitoria de 

GluRS y KA 1 entre el día 1 y 1 O de edad posnatal (Wuellner y col. ,1997) (Figura 

7). 

Durante el desarrollo embrionario de la formación hipocampal, hacia el 

día 14 se observa una expresión difusa de los RNAm de las subunidades del R

KA (Bahn y col., 1994). En tanto que, la unión de [3H]-KA se eleva después de 

la segunda semana de nacimiento, alcanzando valores máximos hacia el día 

30, etapa en la cual se establecen los contactos sinápticos definitivos (Bahn y 

col., 1994). Por otro lado la expresión del RNAm de la subunidad KA1 

permanece constante durante el desarrollo posnatal con una marcada 

expresión en células piramidales del área CA3 y en las granulares del giro 

dentado del hipocampo en la edad adulta (Bahn y col., 1994). En cambio, la 

expresión del RNAm de GluR6 se incrementa de forma retardada respecto a las 

otras subunidades y es mayor .en el área CA3 del adulto. La subunidad GluR5 

se expresa en el subí culo y en ei área CA 1 con un pico de expresión muy claro 

desde el primer día de edad posnatal hasta el quinto dia, después de lo cual su 

expresión disminuye de forma constante hasta la etapa adulta, donde sus 

niveles son muy bajos (Jeremy y col., 1994; Bahn y col., 1994)(Figura 7). 
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ANTECEDENTES 
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El Glu es considerado el principal neurotransmisor excitador del SNC de 

mamíferos (Fonnum, 1984), sin embargo, cuando sus niveles extracelulares se 

elevan significativamente, puede producir daño neuronal (James y col., 1996). 

En la década de 1950 Hayashi demostró que la aplicación Glu en la 

corteza cerebral motora produce convulsiones tónico-clónicas generalizadas 

(Hayashi, 1952). Posteriormente, Lucas y Newhouse en 1957, al estudiar los 

posibles efectos terapéuticos del Glu en contra de la atrofia retiniana, reportaron 

degeneración de las neuronas de la capa interna de la retina de ratones 

naonatos después de la administración sistémica de Glu (Lucas y Newhouse, 

1957). Olney en 1969 demostró que no sólo la retina, sino también, el núcleo 

arcuato hipotalámico y otras áreas circunventriculares, que poseían una barrera 

hematoencefálica deficiente, eran vulnerables al efecto excitotóxico de la 

administración sistémica de Glu en roedores naonatos (Oiney, 1969). Así, en 

1978, Olney propuso el término de "excitotoxicidad" (Oiney, 1978), para 

referirse a la muerte neuronal inducida por una liberación excesiva de Glu y la 

sobre-activación de sus receptores. Evidencias experimentales sugieren que el 

daño neuronal excitotóxico producido por Glu puede estar involucrado en 

diferentes estados patoló"gieos del SNC, tales como el trauma cerebral, el daño 

neuronal hipóxico/isquémico y la epilepsia (Coyle y col., 1976). Además, 

también se ha sugerido su participación en la patogénesis de enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Greenamyre y col., 

1989), la enfermedad de Parkinson (Mattson, 1990; Turski y col., 1991), la 

corea de Huntington (McGeer y col., 1976) y la esclerosis lateral amiotrófica 

(Rothstein y col., 1992). 

La activación excesiva de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos 

promueve la entrada masiva de ca•• a las neuronas (Choi, 1988), el cual activa 

diferentes mecanismos intracelulares que conducen a la muerte celular vía 

necrosis o apoptosis (Choi, 1988; Choi, 1995). Entre estos eventos se 

encuentran: 1 )la generación de radicales libres, que promueve la peroxidación 

de los lípidos de membrana; 2)1a síntesis de óxido nítrico, que pueden actuar 

como retromensajero y potenciar el efecto excitotóxico al aumentar la liberación 
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de Gfu (Afmeida y col., 1998); 3)1a activación de cadenas enzimáticas 

involucradas en el catabolismo de proteínas, fosfolípidos y ácidos nucfeicos 

(Choi, 1995); 4)ef desacoplamiento del transporte de electrones en la 

mitocondria, con la subsecuente producción de radicales libres, la liberación del 

citocromo C y la interrupción de la cadena respiratoria (Banasiak y col., 2000). 

La farmacología y la fisiopatología 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 específicas de 

ciertas subunidades (lno y col., 1990), por otra lado, diversos estudias de 

excitotoxicidad, indican que la activación excesiva de los R-KA está involucrada 

en fa muerte neuronal excitotóxica (Jensen y col., 1999). 

La administración intraperitoneal de ácida kaínico a ratas adultas altera la 

expresión de algunas subunidades de los receptores para GASA y para AMPA, 

como resultado de la excitotóxicidad (Friedman y_col., 1994). En este sentido, 

también se demostró que el status epilepticus inducido por KA provoca una 

disminución en la expresión del RNAm y de ia proteína de la subunidad GluR2 

(Q) del R-AMPA en el hipocampo lo que conduce a la muerte neuronal debido a 

la formación de R-AMPA altamente permeables al Ca++ (Sonja y col ., 2000). 

Durante el establecimiento del "Kindling hipocampal" la expresión del 

RNAm aumenta la expresión de la subunidad KA2 del R-KA se eleva 

significativamente en el hipocampo (Kamphuis, y col., 1995). 

Por otro lado, también se demostró que la edición de las subunidades 

GluR5 (Q/R) y GluR6 (Q/R) del R-KA se modifican después de la isquemia 

cerebral transitoria, condición en la que se han reportado un aumento en los 

niveles extracelulares de Glu (Paschen y col., 1996). Lo anterior sugiere que fa 

liberación excesiva de Glu puede modificar la expresión de sus propios 

receptores, por lo que probablemente cambias en la expresión de los R-KA 

podrían estar relacionados con la generación de crisis convulsivas y con el daño 

neuronal excitotóxico. 

Para caracterizar adecuadamente, los mecanismos implicados en la 

muerte neuronal excitotóxica se han implementado diversos modelos 
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experimentales, uno de los cuales consiste en la administración sistémica del 

ácido glutámico en forma de sal monosódica (GMS) a ratas recién nacidas. En 

nuestro laboratorio, a través de la utilización de ese modelo se ha demostrado 

la susceptibilidad de las neuronas colinérgicas (Ortuño- Sahagun y col., 1997) y 

GABAérgicas (Beas-Zárate y col., 1998; Ureña-Guerrero, 1999) a Jos efectos 

excitotóxicos del Glu en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo 

durante el desarrollo posnatal de la rata. Además, se ha observado que la 

administración de GMS a ratas recién nacidas induce cambios en la unión de 

[
3H]-Giu y de eH]-KA en corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo de la 

rata después del tratamiento (Valdivia-Ramírez, 1997; Flores-Mendoza, 1997). 

Por otro lado, también se han observado cambios en la expresión de las 

subunidades NMDAR-1, NMDAR2A y NMDAR28 del R-NMDA en las mismas 

regiones de ratas adultas después del tratamiento neonatal con GMS (Beas

Zárate y col., 2001 ). Sin embargo, se desconocen los efectos de dicho 

tratamiento sobre la expresión del R-KA 

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo. se 

decidió evaluar el efecto que tiene la administración sistémica de GMS a 

animales recién nacidos sobre la expresión de las subunidades GluRS y GluR6 

del R-KA en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas 

adultas, lo que permitirá ampliar el conocimiento que se tiene acerca de los 

mecanismos involucrados en el daño neuronal producido por el Glu. 
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El Glu es considerado el principal neurotransmisor excitador del SNC de 

mamíferos, sin embargo, posee propiedades tóxicas cuando se acumula en 

concentraciones elevadas dentro del espacio intersináptico. El efecto 

neurotóxico del Glu se debe a una despolarización neuronal sostenida, 

producida por la sobre-activación de los receptores glutamatérgicos, que 

promueve la entrada masiva de Ca++ a la célula postsináptica activando 

diferentes vías de señalización intracelular que conducen a la muerte neuronal. 

Aunque todos los análogos de Glu pueden inducir daño, las neuronas son 

mucho más susceptibles a los efectos epileptogénicos y degenerativos del 

ácido kaínico. Los receptores para kaínico (R-KA) promueven la entrada de Na+ 

y Ca++ y están ampliamente distribuidos en el SNC, desde la etapa embrionaria 

hasta la etapa adulta. El daño neuronal producido por Glu conocido como 

neuroexcitotóxico, se relaciona con cambios en la expresión y fisiología de los 

receptores para diferentes neurotransmisores. Sin embargo, no se conoce sí la 

exposición neuronal a concentraciones elevadas de Glu durante la edad 

neonatal, modifica los niveles de expresión del RNAm de las subunidades del 

R-KA. 

Por tanto, en el presente trabajo se evaluó la expresión del RNAm de las 

subunidades GluRS y GluR6 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 permitirán comprender mejor algunos de los 

eventos asociados a la muerte neuronal que se presenta en diversos 

padecimientos neurológicos. 
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HIPÓTESIS 



El aumento en la concentración extracelular de Glu que produce la 

administración sistémica de glutamato monosódico a animales recién nacidos, 

elevará la expresión de las subunidades GluRS y GluR6 del R-KA en diferentes 

regiones cerebrales en la etapa adulta, como parte de los procesos asociados a 

la neurodegeneración excitotóxica. 
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O B JE-T 1 V O S 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los cambios de expresión de las subunidades del R-KA en la 

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 administración sistémica de GMS en etapas 

tempranas del desarrollo, sobre los niveles de expresión de las subunidades 

GluRS y GluR6 del R-KA en la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el 

hipocampo de ratas adultas. 
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DIAGRAMA 

E X P E Rl M E N TA L 
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1 
RATAS WISTAR 

1 

1 
1 

GRUPO TESTIGO 
GRUPO EXPERIMENTAL 

1 

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

nacimiento) 

SACRIFICIO POR DECAPITACIÓN A LOS 60 1 
OlAS DE EDAD POSNATAL 

OBTENCIÓN DEL TEJIDO (CORTEZA CEREBRAL, CUERPO 
ESTRIADO E HIPOCAMPO) 

EXTRACCIÓN DE RNA total 1 

l RETROTRANSCRIPCIÓN (SiNTESIS DE cONA) l 
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 1 

1 SEPARACIÓN ELECTROFORÉTICA J 

1 
ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO 

1 



MATERIA LES 

y 

METO DOS 
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Tratamiento de los animales 

Para la realización 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 ningún tratamiento. 

Grupo experimental: animales que recibieron 4mg de GMS por g de peso 

corporal, vía subcutánea, los días 1 ,3,5 y 7 de edad posnatal. 

Obtención del tejido 

Después del tratamiento, los animales se mantuvieron en condiciones de 

bioterio (libre acceso al agua y alimento; períodos de luz-obscuridad 12X12 h; y 

temperatura ambiente de 23 a 25°C) hasta los sesenta días de edad, en que 

fueron sacrificados por decapitación. 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 rápidamente en nitrógeno líquido hasta el 

día de su utilización para la extracción del ácido ribonucléico (RNA) total. 

Obtención y cuantificación del RNA total. 

La extracción del RNA total se realizó mediante el método de 

isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi. 1987), el cual se describe a 

continuación. El tejido (50 mg) se homogeneízo en 500 ¡.JL de trizo!, se le 

adicionaron 100 ¡.JL de cloroformo y se centrifugó a 12,000 r.p.m. durante 19 

min a 4°C, se tomó el sobrenadante y se le agregó un volumen igual de 

isopropanol (0-4°C), se incubó de 1 O a 15 m in a 4°C y se volvió a centrifugar 

bajo las mismas condiciones. Posteriormente, el RNA precipitado se lavó con 

etanol al 75% en agua tratada previamente con 0.1% de di-etil-pirocarbonato 

{agua DEPC) y se disolvió en un volumen total de 20-80 ¡.JL de agua DEPC. 
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Determinación espectrofotométrica de la cantidad y calidad del RNA. 

La cantidad y calidad del RNA extraído, se evalúo a través del índice de 

absorbancia de 260/280 nm. Considerándose óptimas aquellas muestras cuyo 

índice de absorbancia fuera de 1. 7 a 2. O (Maniatis y col., 1987). 

Retrotranscripción y Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT -PCR). 

Para la síntesis del DNAc se utilizó la transcriptasa reversa del virus de la 

leucemia murina de Molovney. Se tomaron 2 ¡.Jg de RNA de cada muestra, se 

adicionó agua estéril para un volumen total de 6 f.JL y se incubo durante 1 O m in 

a 70°C: Inmediatamente después se incubó en un baño de hielo con agitación 

continua durante 5 min. Posteriormente, se adicionó la mezcla de 

retrotranscripción (Tris-HCI SO mM pH 8.3; Desoxinucleótidos trifosfatados 

(dNTPS) 2.S mM; Ditiotreitol10 mM; Iniciadores aleatorios 1 mg/¡.JL; lnhibidores 

de RNAasas (RNAsin) 1 U/f.JL) y la transcriptasa reversa (200 U/¡.¡L) para luego 

incubarse a 37°C durante una hora y a 9S°C durante 1 O m in, se les adicionó 

agua estéril y se conservaron a -20°C hasta su utilización para la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

La mezcla de reacción utilizada para la PCR consistió en: Taq DNA polimerasa 

(1 U/f.JL), 1 f.JL de DNAc, dNTPs (10 mM), MgCh (SO mM), Tris-HCI 50 mM pH 

8.0, agua estéril y los oligonucleótidos sentido y antisentido para cada 

subunidad proteínica del receptor para KA (Gonoi y col., 1994) (Cuadro 1). La 

PCR se realizo en un termociclador automático, que se programó con un ciclo 

inicial de 5 min a 94°C, seguido por los ciclos de amplificación adecuados para 

cada gen (Cuadro 1) y un ciclo final de 5 m in a 72°C. Cada ciclo de 

amplificación se compone de: una desnaturalización del DNA a 94°C por 1 min, 

la alineación e hibridación de los iniciadores a 60° C por 1 min y la extensión de 

los iniciadores a 72°C por 1.5 min. Simultáneamente se utilizo la expresión del 

gen para HPRT (Hipoxantina-fosforribosil-transferasa) como gen constitutivo 

(control metodológico) (Delgado-Rizo y col., 1998). 
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Los productos amplificados de la PCR se separaron por electroforesis en 

gel de agarosa al1.5%, se fotografiaron con película polaroid 665 en exposición 

a la luz UV y sobre el negativo de la fotografía se realizo el análisis 

densitométrico de las bandas con un espectrofotómetro Beckman DU650. Los 

valores de densidad óptica para las diversas subunidades fueron calculados y 

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

resultados se expresan como unidades arbitrarias de absorbancia. 

Análisis estadístico 

Los resultados se analizaron con la prueba de análisis de varianza 

(ANOVA) de una sola vía, utilizando el programa de cómputo BIOSTAT y se 

consideraron significativamente diferentes aquellos con una p<O.OS. 

CUADRO l 
SECUENCIAS DE LOS INICIADORES UTILIZADOS PARA LA 

PCR 

GEN SECUENCIA 

GluR5 Sentido S -AGTTCCACACA TTCAGACTC-3" 

Antisentido 3"-CGCAA TGGCTACCA TGTACA.O 

GluR6 Sentido S-ACAGAGAATACCCAAGTCTC-3" 

Antisentido 3"-CCAAGGATTGTAGAATAACT .O 

HPRT Sentido S-TCCCAGCGTCGTGATTAGTG-3" 

Antisentido 3"-AGTCGCTTTACCCTTTTCGC- S" 

PRODUCTO DE CICLOS DE 

AMPUFICACION (pb) AMPUFICACION 

534 26 

582 24 

28 
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RESULTADOS 
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Los resultados del presente trabajo muestran que en el grupo testigo el 

RNAm para la GluRS se expresa homogéneamente en la corteza cerebral, el 

cuerpo estriado y el hipocampo de ratas adultas (Figura 8), en tanto que, la 

expresión de GluR6 es ligeramente mayor en el cuerpo estriado, en relación 

con lo observado en corteza cerebral e hipocampo (Figura 9). 

El tratamiento neonatal con GMS aumentó la expresión del RNAm de 

GluRS en la corteza cerebral (>50%) y el hipocampo (>100%) (Figura 8), en 

tanto que la expresión de GluR6 sólo se elevó significativamente en el 

hipocampo (>1 00%) (Figura 9). En e/ cuerpo estriado de ratas tratadas 

neonatalmente con GMS también se observó un ligero aumento en los niveles 

de expresión del RNAm de GluRS (27%) y GluR6 (24%) pero este cambio no 

fue estadísticamente significativo a/ compararse con el grupo testigo (Figura 8 y 

9). 
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DISCUSIÓN 
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Los R-KA están implicados en la transmisión sináptica excitadora rápida 

mediada por KA y su activación parece relacionarse con diferentes procesos de 

plasticidad neuronal, epilepsia y daño neuronal excitotóxico (Monoghan y 

col., 1989; Coyle y Schwarcz 1976; Sommer y col., 1992). Este tipo de daño se 

debe a una activación excesiva de todos los tipos de receptores 

glutamatérgicos y está relacionado con cambios en los niveles de expresión de 

las subunidades que componen a dichos receptores (Jensen y col., 1999). Por 

otro lado, se sabe que las subunidades GluRS (R) y GluR6 (R) son 

impermeables al calcio (Bernard y col., 1994) y que en el SNC de la rata ambas 

subunidades predominan en la edad adulta (Paschen y col., 1994}. 

El tratamiento neonatal de GMS produce pérdida neuronal en diferentes 

regiones cerebrales (Beas-Zárate, y col., 2001 ), por lo que en este trabajo se 

analizaron los niveles de expresión de las subunidades GluRS y GluR6 en la 

corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo de ratas adultas 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, la expresión del RNAm para las 

subunidades GluRS y GluR6 tiende a disminuir hacia la etapa adulta de manera 

prácticamente homogénea en todas las regiones cerebrales de la rata (Bahn y 

col., 1994; Jeremy y col., 1994), aunque se ha reportado que la expresión de 

GluR6 suele ser mayor en el cuerpo estriado de ratas en la edad adultas 

(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 días de edad posnatal) resulta difícil 

comparar Jos niveles de expresión de GluRS y GluR6 con Jos diferentes datos 

mostrados. 

Los resultados del presente trabajo indican que el tratamiento neonatal 

con GMS eleva la expresión del RNAm de GluRS en todas las regiones 

cerebrales estudiadas, sin embargo, este aumento sólo fue significativo para la 

corteza cerebral (>50%) y el hipocampo (>100%), en tanto que la expresión de 
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GluR6 sólo se elevo en el hipocampo (>1 00%). En este sentido, diferentes 

evidencias experimentales han demostrado que durante la isquemia cerebral 

transitoria la edición del RNAm para GluRS (R) y GluR6 (R) es modificada en la 

corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo, particularmente la edición 

de GluR6 (R) se disminuye (Paschen y col, 1994) por lo que estas 

modificaciones podrían cambiar las propiedades fisiológicas del R-KA siendo 

este mas permeable al calcio el cual puede conducir a la perdida neuronal 

selectiva. Además, se ha observado que cultivos de neuronas corticales 

expuestos a la toxicidad del KA la viabilidad celular se disminuye y la expresión 

proteínica de subunidades GluR6, GluR7 y KA2 no se incrementan, señalando 

que otras subunidades son las que podrían estar mediando el efecto tóxico del 

KA debido a la muerte neuronal observada (Friedman y col., 1994). De este 

modo, las subunidades GluRS y GluR6 determinantes para la permeabilidad al 

calcio podrían estar mediando el efecto neuroexcitotóxico del KA. 

Por otro lado, se ha encontrado que en cerebros de pacientes con 

esquizofrenia existe un incremento en la unión de rHJ-KA en corteza prefrontal 

y una disminución en el RNAm que codifica para la subunidad KA2, así como 

un incrémento en la subunidad GluR7 (Meador-Woodruff y col., 2001 ). En este 

sentido, se ha señalado que un incremento o una disminución en la expresión 

del RNAm de las subunidades del R-KA cambia las propiedades farmacológicas 

y por ende la fisiología del R-KA (Meador-Woodruff y col., 2001 ). Así, se ha 

observado que la sobre-expresión de GluR6 (R) en el hipocampo de ratas 

adultas provoca cambios en la excitabilidad neuronal, incrementando la 

hiperexcitabilidad (Telfeian y col., 2000). Así mismo, se ha demostrado que 

ratones deficientes del gen para la subunidad GluR6 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 

generación de las crisis convulsivas. 

Por otro lado, se ha demostrado que la administración intraperitoneal de 

ácido kaínico a ratas adultas altera la expresión de algunas subunidades de los 

receptores para GABA y para AMPAIKA, como resultado de la excitotoxicidad 
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(Friedman y col., 1994). En este sentido, se ha demostrado que el status 

epi/epticus inducido por KA provoca una disminución en la expresión del RNAm 

y de la proteína de la subunidad GluR2 (Q) del R-AMPA en el hipocampo lo 

que conduce a la muerte neuronal debido a la formación de R-AMPA altamente 

permeables al Ca .... (Sonja y col.,2000). Además, recientemente se ha 

demostrado que el tratamiento neonatal con GMS provoca alteraciones 

morfológicas de células gliales tras la perdida neuronal en la corteza cerebral, el 

cuerpo estriado y el hipocampo (Beas-Zárate y col., 2001) y una disminución de 

células GABAérgicas (Ureña-Guerrero, 1999) así como, un incremento del 

RNAm de las subunidades NMDAR-1, NMDAR2A y NMDAR2B del R-NMDA en 

las mismas regiones de ratas adultas (Beas-Zárate y col., 2001 ). Por lo que, la 

sobreactivación de los R-Giu, generada por el tratamiento neonatal con GMS 

podría alterar la migración neuronal y promover la muerte neuronal. Por otro 

lado, se ha sugerido que tras el daño y muerte neuronal, se da el 

establecimiento de conexiones sinápticas . compensatorias con un mayor 

incremento en la expresión de los R-KA fenómeno conocido como "up 

regulation· como una respuesta plástica del cerebro (Geddens y col., 1985). 

Auque se ha señalando, que durante el desarrollo normal del cerebro el 

incremento del RNAm del R-KA, que se inicia en la primera semana de vida, se 

asocia con los procesos de regresión axonal y muerte neuronal que suceden 

durante la sinaptogénesis para el establecimiento de sinapsis definitivas (Bahn 

y col., 1994). Por lo que estos procesos podrían iniciarse erróneamente debido 

al tratamiento neonatal con GMS. Además, bajo el mismo tratamiento neonatal 

con GMS los patrones de unión de rHJ-Giu (Valdivia-Ramírez, 1997} y [3HJ-KA 

(Fiores-Mendoza, 1997) se ven modificados en diferentes regiones cerebrales 

durante el desarrollo posnatal. Estas modificaciones, podrían elevar la 

susceptibilidad de diferentes tipos neuronales al efecto excitotóxico del GMS, 

pero también podrían ejercer algún efecto neuroprotector. En este sentido, se 

ha señalado que hipocampo es una región cerebral vulnerable a la 

excitotóxicidad inducida por ciertos agonistas glutamatérgicos, particularmente 

células piramidales del área CA3 (Nadler y col., 1978). Indicando que las 
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subunidades GluRS y GluR6 del R_.;KA se localizan en lnterneuronas 

GABAérgicas tanto pre como posinapticamente en el área CA 1 y CA3 del 

hipocampo y que la subunidad GluRS regula la transmisión sináptica excitadora 

(Vignes y col., 1998) e inhibitoria (Ciarke y col., 1997), mediante la liberación 

de Glu o la inhibición de GABA a través de la estimulación de R-KA de 

terminales presinápticas (Coyle 1983); la inhibición en la liberación de GABA 

puede incrementar la excitabilidad neuronal. De esta forma, el incremento 

observado en el RNAm de las subunidades GluRS y GluR6 en el hipocampo 

debido al tratamiento neonatal con GMS en la edad adulta podría estar 

asociado a un mecanismo neuroprotectivo debido a la perdida de neuronas 

GABAérgicas (Ureña-Guerrero, 1999) en esta región, ya que se ha sugerido 

que después del daño isquémico las neuronas que lograron sobrevivir o que 

son menos susceptibles al daño pueden expresar mayor numero de receptores 

(Paschen y col., 1994). Sin embargo, hay evidencias experimentales que 

indican que la administración de KA promueve la perdida de neuronas 

GABAérgica e incrementa la hiperexcitabilidad en el área CA 1 del hipocampo 

debido a una disminución en la transmisión sináptica inhibitoria (Rodríguez

Moreno y col., 2000), fenómeno asociado con el desarrollo de las crisis (Fisher 

y Alger, 1984). Por otro lado, recientemente se ha confirmado la presencia de 

R-Giu en células de la astroglia y microglia (Gallo y col., 2000) y que el 

tratamiento neonatal con GMS provoca un incremento en el número de células 

gliales (Beas-Zárate y col., 2001 ), por lo que es posible que, el incremento 

observado en la expresión del RNAm de GluRS y GluR6 se deba a un 

incremento de células glíales. A través de la técnica utilizada en este trabajo 

resulta imposible trabajar solo con neuronas, por lo que es necesario realizar un 

estudio de RT -PCR con células únicas. 

Por otro lado, el tratamiento neonatal con GMS no modifico los niveles de 

expresión del RNAm de las subunidades GluRS y GluR6 del cuerpo estriado. Es 

este sentido, se ha visto que al tercer día de edad posnatal los patrones de 

expresión 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 podría desarrollar su efecto a través de 

otros receptores, particularmente de tipo NMDA; y también, se ha observado 

que en la enfermedad de Alzheimer hay una pérdida de aferencias córtico 

estriatales y consecuentemente una alteración del circuito neuronal, en el cual 

la densidad de los receptores para KA no se ve alterada en el estriado (Uias y 

col., 1994). Hechos que apoya la escasa movilidad 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 Glu en edad 

temprana del SNC, modifica la expresión y posiblemente el ensamblaje del R

KA, principalmente en el hipocampo y la corteza cerebral, lo que significaría un 

posible cambio en las propiedades fisiológicas del propio receptor y cuyas 

implicaciones podrían ir desde cambios en la remodelación sináptica hasta la 

susceptibilidad para el desarrollo de procesos neurodegenerativos y muerte 

neuronal. Tal como se ha demostrado previamente con este modelo {Gonzáles

·aurgos y col., 2001 ). Sin embargo, estudios adicionales serán necesarios para 

esclarecer y precisar estas implicaciones, por lo que se continuará con estudios 

de electrofisiología e inmunocitoquímica que permitan profundizar y ampliar el 

conocimiento de este receptor, así como esclarecer esta hipótesis. 
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CONCLUSIONES 
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1. El tratamiento neonatal con GMS incrementa la expresión del RNAm de 

GluRS en la corteza cerebral y el hipocampo, en tanto que la expresión de 

GluR6 la incremente solo en hipocampo. El incremento en la expresión de 

ambas subunidades, podría modificar la conformación y propiedades del R

KA que implicarían cambios en la excitabilidad de algunas neuronas de 

estas regiones en la edad adulta. 

2. El tratamiento neonatal con GMS no tiene efecto sobre fa expresión del 

RNAm de las subunidades GluRS y GluR6 en el cuerpo estriado en la edad 

adulta de la rata. Lo cual puede deberse a que dicha regio debido a su 

temprana maduración es menos vulnerable al GMS. 

3. El incremento en la expresión del RNAm para la GluRS y GluR6 bajo el 

tratamiento neonatal con GMS podría por un lado, elevar la susceptibilidad 

de las neuronas al efecto excitotóxico del GMS o bien ejercer algún efecto 

neuroprotector, por lo que son necesarios más estudios para caracterizar las 

consecuencias fisiológicas de dicho incremento. 



38 

FIGURAS 
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FIGURA 1 

DIVISIÓN ANATÓMICA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

A. Localización anatómica del Sistema Nervioso Central en Humanos. B. Hay siete 

divisiones principales del SNC: (1} hemisferios cerebrales, (2) diencéfalo, (3} 

mesencéfalo, (4) protuberancia, (S) cerebelo, {6) bulbo raquídeo y (7) médula espinal. 

El mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo raquídeo forman el tronco encefálico. 
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FIGURA 2 

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

A) Célula horizontal de Cajal E) Célula granular interna 

B) Célula estrellada F) Célula piramidal gigante 

C) Célula piramidal pequeña G) Célula poligonal 

O) Célula piramidal mediana H) Célula de Martinotti 
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FIGURA 3 

PRINCIPALES VÍAS DE NEUROTRANSMISIÓN 

GLUTAMATÉRGICA EN EL CEREBRO DE LA RATA ADULTA 

(C) Corteza cerebral 

(CE) Cuerpo estriado 

(AM) Amígdala 

(CB) Cerebelo 

(NC) Núcleo caudado 

(CS) Colículo superior 

(Hp) Hipocampo 

(NGL) Núcleo reticulado lateral 

(NR) Núcleo rojo 

(01) Oliva inferior 

(SN) Sustancia negra 

(T) Tálamo 



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



FIGURA 4 

SINAPSIS GLUTAMATERGICA 

1 )Síntesis de Glu 

A. Ornitin a mino transferasa 

B.Glutamina sintetasa 

C.Deshldrogenasa del Glu 

2)Transporte de Glu hacia las vesículas sinápticas 

3)Liberación exocítica de Glu 

4)1nteracción del Glu con receptores ionotrópicos 

S)lnteracción del Glu con receptores metabotrópicos 

6)Recaptura neuronal de Glu 

7)Recaptura astroglial de Glu 

8)0egradación bioquímica del Glu dentro de los astrocitos 

9)Transporte de Gln desde el astrocito hacia la terminal glutamatérgica. 

Nota: en el esquema se muestran receptores postsinápticos, sin 

embargo, también se han descrito a nivel presináptico. 

42 



NEURONA 
PRESINAPTICA 

NEURONA 
POSTSINAPTICA 

Omitina Gln 

\/a0 
Glu'-c 
+ ~ 

a.-Cetoglutarato 

~ 

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



43 

FIGURA 5 

TIPOS DE RECEPTORES A GLUTAMATO 

Esquema que muestra los mecanismos celulares activados por la interacción 

de Glu con sus receptores ionotrópicos (A, 8 y C} y metabotrópicos (0), así como los 

tipos y subtipos de subunidades que pueden conformar a dichos receptores. En el 

caso del R-NMDA se muestran los múltiples sitios de modulación y bloqueo de la 

corriente iónica activada por este receptor. 



A. Receptor NMDA 
SU8UNIDAOES: NR1A-41 Y NR2A-D 

B. Receptor AMPAIAK 
SUBUNIDAOES: GluR1-4 

C. Receptor AK 
SUBUNIDADES: GluRs.7 y KA1·2 

D. Receptor metabotrópico 

Ureña-Guerrero M.E. Tesis de Maestría. (1999) 
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FIGURA 6 

DOMINIOS TRANSMEMBRANALES DE LAS SUBUNIDADES 
PROTÉICAS QUE COMPONEN LOS RECEPTORES 

IONOTRÓPICOS GLUTAMATÉRGICOS 

Las subunidades proteicas de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos 

poseen cuatro dominios transmembranales los cuales se han denominado M1-M4 de 

los cuales solo el M1, M3 y M4 son transmembranales mientras que el Mil no cruza la 

membrana, así el grupo amino terminal {NH2) y carboxilo terminal son intracelular. 



Ureña-Guerrero M.E. Tesis de Maestría. {1999) 
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FIGURA 7 

DISTRIBUCIÓN DE LAS SUBUNIDADES GluR5 Y GluR6 DEL 

R-KA A TRAVÉS DEL DESARROLLO DEL SISTEMA 

NERVIOSO CENTRAL DE LA RATA 
Abreviaturas: 

Ad 

Bulbo olfatorio 

Cerebelo 

Cíngulo 

Cordón espinar 

Corteza entorrinar 

Corteza sensorial 

Estriado 

E14 

E17 

E17 

Ganglio de los nervios craneales 

Giro dentado 

Hipocampo 

Mesen céfalo 

Neocorteza 

Núcleo geniculado lateral dorsal 

PO 
P12 

P5 

Putamen 

Raíz del ganglio dorsal 

Región CA 1 del Hipocampo 

Región CA3 del Hipocampo 

Se plum 

Tálamo anterior 

Telencéfalo 

Adulto 

08 

Cb 

Cg 

se 
ER 

sCtx 

SI 

Día 14 de etapa embrionaria 

Día 17 de etapa embrionaria 

Día 19 de etapa embrionaria 

CNG 

DG 
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Ctx 

DLG 

Día posnatal 1 

Día posnatal 12 

Día posnatal 5 

Cpu 

DRG 

CA1 

CA3 
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AT 

Te 

(Bahn S., Volk B., y Wisden. W. (1994). Kainate Receptor Gene Expression in the Developing Rat 

Brain. Neurosci. 14 (9); 5525-5547) 
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FIGURA 8 

EFECTO DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON GMS SOBRE 

LA EXPRESIÓN DEL RNAm PARA LA SUBUNIDAD GluR5 

EN LA EDAD ADULTA DE LA RATA 

A) Imagen de los productos amplificados por PCR para la subunidad GluR5 del 

receptor para KA en corteza cerebral (1Testigo, 2 Experimental), cuerpo estriado 

(3 Testigo,4 Experimental) e hipocampo (5 Testigo, 6 Experimental) de ratas 

adultas. 

B) Gráfica que muestra las densidades ópticas (0.0) de los productos amplificados, 

cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias. 

Los resultados expresan fa media ± error estándar de tres experimentos por triplicado. 

Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

Qp< 0.05 con respecto a su control. 
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FIGURA 9 

EFECTO DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON GMS SOBRE 

LA EXPRESIÓN DEL RNAm PARA LA SUBUNIDAD GluR6 

EN LA EDAD ADULTA DE LA RATA 

A) Imagen de los productos amplificados por PCR para la subunidad GluR6 del 

receptor para KA en corteza cerebral (1Testigo, 2 Experimental), cuerpo 

estriado (3 Testigo,4 Experimental) e hipocampo (5 Testigo, 6 Experimental) de 

ratas adultas. 

B) Gráfica que muestra las densidades ópticas (0.0) de los productos 

amplificados, cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias. 

Los resultados expresan la media ± error estándar de tres experimentos por 

triplicado. Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

Qp< 0.05 con respecto a su control. 
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F 1 G U R A 10 

EXPRESIÓN DEL RNAm DEL GEN HPRT DESPUÉS 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 (S Testigo, 6 Experimental) de ratas 

adultas de ratas adultas utilizado como control para PCR de las dos 

subunidades amplificadas del Receptor para KA. 

8) Gráfica que muestra las densidades ópticas (0.0) de los productos 

amplificados, cuyos valores son expresados en unidades arbitrarias. 
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