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1. Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia, plantea un
importante problema para la salud publica y representa una alta carga econémica
para la sociedad. Actualmente su etiologia es en gran medida indeterminada, pero
existen factores de estrés, entre ellos la excitotoxicidad por glutamato, que
empeoran los sintomas de la enfermedad. En el proyecto se evaluo la expresion de
GLAST, GLT-1 (transportadores de glutamato) y de la enzima Glutamina Sintetasa
de astrocitos hipocampales de ratas Wistar sometidos a diferentes concentraciones
de glutamato. Se establecio el tiempo y la concentracion necesarios para inducir
toxicidad en los astrocitos mediante un ensayo de viabiliad celular con MTT. Para el
ensayo de excitotoxicidad se utilizé 1 cultivo con 8 réplicas en cada tratamiento con
glutamato (5, 50 y 500 uM), con dos tiempos de exposicion (0,5 h'y 2 h). Los datos
presentaron una distribucion normal (prueba de Shapiro-Wilk) y el analisis estadisco
(ANOVA prueba post-hoc de Dunnett) revel6 que la concentracién y el tiempo
adecuado para inducir estrés celular eran 50 uM y 0,5 h. Empleando estas
condiciones en otra serie de experimentos se extrajo el RNA para realizar una RT-
PCR. Los valores de densitometria de cada muestra fueron normalizados con
respecto a un gen de expresion constitutiva. El analisis estadistico (prueba de
Wilcoxon) revel6 que no habia diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de los genes evaluados. No obstante se observdé una tendencia a
aumentar la expresion de los trasportadores y una disminucion de la expresion de
la enzima glutamina sintetasa.

Palabras Claves: Enfermedad de Alzheimer, excitotoxicidad, glutamato, astrocitos.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia, poses a major
problem for public health and has a high financial burden for society. Currently, its
etiology is largely indeterminate, but it has certain stress factors, including glutamate
excitotoxicity, which worsen the symptoms of the disease. This project evaluated the
gene expression of GLAST, GLT-1 (glutamate transporters) and the enzyme
Glutamine Synthetase of hippocampal astrocytes from Wistar rats after treatment
with toxic concentrations of glutamate. For the excitotoxicity test, 1 culture with 8
replicates was used in each treatment (5, 50 and 500 uM), with two exposure times
(0.5h and 2h). Cell viability was evaluated by MTT and it was determined that the
data had a normal distribution using the Shapiro-Wilk test, therefore an ANOVA and
a Dunnett post-hoc test were applied to determine the differences between the
treatments, the vehicle and the exposure time. A difference was observed after 0.5
h of treatment at a glutamate concentration of 50 uM. Next, the RNA was extracted
to perform an RT-PCR. The densitometry values of each sample were used to
calculate the average and standard deviation of each treatment to compare their
means using the non-parametric Wilcoxon test. No statistically significant difference
in the expression of the genes was obtained. However, a tendency to increase the
expression of the transporters and a decrease in the expression of the enzyme can
be observed.

Key words: Alzheimer’s disease, excitotoxicity, glutamate, astrocytes.
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2. Introduccion

La demencia es considerada una epidemia mundial, que en 2010 afect6é a 36
millones de personas y la cual se estima que duplique su incidencia cada 20 afos,
por lo que en 2030, afectard a 66 millones y en 2050 a 115 millones de personas
(Figura 1) (Prince, Guerchet, & Prina, 2013).
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Figura 1. Representacién del aumento del nimero de personas con demencia en

todo el mundo (2010-2050)(Alzheimer D. Internacional, 2013)

Aungue una gran proporcion de individuos con demencia se concentra en paises de
mayor ingreso econdomico y demograficamente mas envejecidos (42%), el 58%
restante vive en paises de ingresos bajos y medios, donde es limitado el acceso a
la proteccidn social, servicios de salud, apoyo a los familiares y cuidado al paciente
(Figura 2). Por eso, para el 2050 se estima que el 71% de los enfermos EA
(enfermedad de Alzheimer) seran de paises con ingresos bajos y medios, puesto
que, ademas de las falencias en diagnosticar y tratar a los pacientes. Estos también
presentan mayor prevalencia a factores de riesgo como son el tabaquismo,
enfermedades cardiovasculares, hipoactividad, obesidad, hipertension y diabetes
(Alzheimer D. Internacional, 2013), por lo que aumenta su probabilidad de padecer
dicha patologia.
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Figura 2. Numero de personas con demencia en paises con ingresos bajos y
medios comparandolos con los paises de ingresos altos (Alzheimer D. Internacional,
2013).

La EA es la causa mas comun de demencia en el mundo, pues, representa del 60
al 80 por ciento de los casos de demencia (Alzheimer’s Association, 2017). Ademas,
plantea un importante problema de salud publica, ya que, genera una carga
emocional y econdmica muy alta para la sociedad (Silvia Rios-Romenets et al.,
2017) (Utamek-Koziot et al., 2016). La EA afecta la memoria, pensamiento,
orientacién, comprension, calculo, capacidad de aprendizaje, lenguaje y juicio. Asi
mismo, el desgaste de la funcidn cognitiva suele ir acompafiado y en ocasiones es
precedido, por el deterioro del control emocional, el comportamiento social o la
motivacion (“OMS | Demencia,” 2017).

Ademas, se pueden observar dificultades en la planificaciéon o resolucién de
problemas, la conexién de imagenes visuales y relaciones espaciales, la confusion
con el tiempo o el lugar y el habla y la escritura (Association, 2017). Esto se debe a
gue el dafio neuronal resulta ser masivo, lo que impide que una persona en etapas
finales de la enfermedad pueda llevar a cabo funciones corporales basicas, como
caminar y comer; lo que conlleva cuidado y atencion las 24 horas del dia, hasta que
al final, la enfermedad desemboca en una conclusion fatal (Alzheimer’s Association,
2017) (Barrera-Ocampo & Lopera, 2016)(F. Bermejo-Pareja, S. Llamas-Velascoa,
2016).
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3. Estado del Arte

Con el rapido crecimiento de la poblacion adulta mayor a nivel mundial, el nimero
de enfermos de Alzheimer también muestra una tendencia creciente afio tras afio
puesto que, la edad es el factor de riesgo principal para padecer la patologia (Niu,
Alvarez-Alvarez, Guillén-Grima, & Aguinaga-Ontoso, 2017) (Alzheimer's
Association, 2017). El fracaso de las estrategias terapéuticas desarrolladas hasta
hoy, se debe en parte al desconocimiento de una gran cantidad de eventos celulares
y moleculares que se gestan en el cerebro antes de presentar algun sintoma. Los
cuales se manifiestan en la vejez, relacionandose estrechamente con la disfunciéon
de astrocitos hipocampales (F.Bermejo-Pareja, S.Llamas-Velasco, 2016). En esta
etapa de vejez, las células presentan una disminucién en la respuesta al dafio
celular, aumento de la concentracion de glutamato, estrés oxidativo y los procesos
de inflamacion (Bellaver, Souza, Souza, & Quincozes-Santos, 2017)(Ota, Zanetti, &
Hallock, 2013).

3.1 Astrocitos

““‘."’*‘“’“ prglf}ms (AR, t-syn, mHTT) Inflammatory factors (e.g. IL=1f, TNFu, NO, and ROS)
Toxicants (pesticides, metals)

Environmental factors (aging) Aggregated proteins (AR, a-syn,
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Environmental toxicants (pesticides, metals) Environmental Toxicants
’ , (pesticides, air pollution)

Infection |Lipopolysaccharide]
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Increased neuronal cell Increased reactive astrogliosis Increased microglial activation
dysfunction and death and inflammatory response and inflammatory response

Figura 3. Factores involucrados en la comunicacion de célula a célula entre
neuronas, astrocitos y microglia en enfermedades neurodegenerativas extraido de
(Matthew Neal, 2018).

En el cerebro los astrocitos realizan principalmente funciones homeostaticas y de
apoyo celular a las neuronas (Latarjet & Ruiz Liard, 2004)(Yi et al., 2016). Pero,
recientemente hay evidencias que sugieren que los astrocitos participan en la
regulacion de la sinapsis, la transmisién y la plasticidad. Lo cual, se consideran que
forman parte de la infraestructura de informacién, el procesamiento, la formacion y
la estabilizacion de la memoria (Adar Adamsky& Inbal Goshen, 2017)(Ota et al.,
2013).
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La regulacion de la actividad neuronal por parte de los astrocitos es posible dado
que son capaces de modular o inducir la plasticidad por medio de la modulacién del
glutamato, GABA, ATP, varias citosinas y algunos factores de crecimiento (Nicola
J.Allen & Cagla Eroglu, 2017). Pero estos procesos fisiologicos se ven afectados
por agregados de proteinas o toxicos ambientales (figura 3) (Matthew Neal, 2018).

En la EA, las propiedades de los astrocitos se modifican, pero su implicacion en
esta patologia apenas comienza a apreciarse (Yi et al., 2016). Especificamente,
con la edad, se observan cambios en los transportadores de glutamato
(transportador de glutamato aspartato (GLAST), transportador de glutamato-1 (GLT-
1) y en actividad de la glutamina sintetasa (Bellaver et al., 2017). Factores
relacionados con el aumento del glutamato extracelular también llamado
excitotoxicidad (Cooke & Bliss, 2006).

3.2 Excitotoxicidad
La excitotoxicidad es un mecanismo fisiopatologico en el que el exceso de

excitacion de la neurona por niveles elevados de glutamato (principal
neurotransmisor excitatorio del cerebro y la médula espinal), conduce a la muerte
celular a través de las llamadas cascadas de muerte celular que son generadas por
los segundos mensajeros, después de la activacion de los receptores ionotropicos
de glutamato (Nicholls, 2017)(Dong, Lin, Rattelle, Panzer, & Lynch, 2018).

El bloqueo de la excitotoxicidad tanto a nivel del receptor como en sitios especificos
es una estrategia viable para la mejora de muchos trastornos neuroldgicos (Ota et
al., 2013) (Galloway, Torres, Sebastian, & Fuxa, 2003).

3.3 Ciclo Glutamina-Glutamato
Una de las funciones principales de los astrocitos, ademas de las hombradas, es

proteger las neuronas contra la excitotoxicidad al absorber el exceso de amoniaco
y glutamato convirtiéndolos en glutamina a través de la enzima glutamina sintetasa
(GS) (Rose, Verkhratsky, & Parpura, 2013). Este proceso se conoce como el ciclo
glutamina-glutamato (figura 4).
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Figura 4. Rol de los astrocitos en el ciclo glutamina-glutamato extraido del
Departamento de Fisiologia, Escuela de Medicina, Universidad de Costa Rica 2007,
Autor del Contenido y Actividades: Dr. Luis Fernando Pacheco B. Disponible en
http://163.178.103.176/Fisiologia/neuro_prac_bas p6 22.html

Este ciclo comienza cuando los trasportadores de glutamato de los astrocitos
(GLAST y GLT-1) incorporan dentro de la célula el aminoacido, donde se encuentra
presente la GS. Esta enzima, amida el glutamato a glutamina y lo libera al espacio
intersticial para la absorcién y la posterior desamidacion por parte de las neuronas,
asi completando el ciclo Glutamato-Glutamina (Heather Scott Walton, 2007).

Recientemente, Shuxuan Huanga et al. evaluaron el efecto de oligdmeros de beta-
amiloide (AB) sobre la expresion de transportadores de glutamato en astrocitos de
rata (Shuxuan Huanga et al .2018). Ellos observaron que los oligdbmeros de A
disminuyen la expresion de los transportadores GLAST y GLT-1, afectando a la
sinapsis neuronal ya que los oligdmeros solubles de AB alteran el potencial a largo
plazo hipocampal (LTP), afectando el aprendizaje y la memoria (Ota et al., 2013)
Ademas, promoviendo la excitotoxicidad neuronal ya que los péptidos AB son
capaces de inhibir la captacion de glutamato.

3.4 Farmacologia de la EA
Actualmente, la gran mayoria de las terapias farmacoldgicas contra la EA estan

dirigidas contra la agregacion de los péptidos AB. Esta estrategia terapéutica utiliza
péptidos sintéticos o anticuerpos monoclonales (mAb) para disminuir la carga de AB
en el cerebro y ralentizar la progresion de la enfermedad (Barrera-Ocampo &
Lopera, 2016).
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Hasta el momento solo 4 medicamentos han sido aprobados para el tratamiento de
la EA. Tres de estos actlan sobre las vias colinérgicas del sistema nervioso central
(SNC), donepezilo, galantamina y rivastigmina. Cada uno esté aprobado para la
demencia de leve a grave, aunque a menudo se usan en pacientes en etapas
tempranas de demencia o pre-demencia, asociadas con deterioro significativo de la
memoria de acuerdo con resultados de pruebas cognitivas (Graham, Bonito-Oliva,
& Sakmar, 2017).

El cuarto medicamento es la memantina, un antagonista de los receptores de N-
metil-D-aspartatp (NMDAR) extrasinptico, el NMDAR pertenece a un subgrupo de
los receptores ionotrépicos de glutamato presente en la sinapsis neuronal. Participa
en la regulacion del potencial excitatorio postsinaptico, teniendo un rol
preponderante en la plasticidad neuronal, el aprendizaje y la memoria (Bakota,
Ussif, Jeserich, & Brandt, 2017). La memantina se usa actualmente con inhibidores
de la enzima acetilcolinesterasa demostrando que previene de manera preferente
la activacion excesiva de los NMDAR extrasinapticos y, por lo tanto, previene la
muerte celular neuronal inducida por excitotoxicidad (niveles dafinos de glutamato)
sin alterar la actividad sinaptica fisiologica (Folch et al., 2017). No obstante, la
memantina no ha mostrado efectos positivos claros en aplicaciones clinicas, solo
en etapas preclinicas donde tuvo resultados muy prometedores (Bakota et al.,
2017).

No hay pruebas claras de que alguno de los farmacos actualmente disponibles
modifique la patologia primaria que subyace a la enfermedad. Sin embargo, los
medicamentos parecen proporcionar un alivio sintomético y generalmente se
administran como terapia paliativa con el objetivo de frenar la disminucién en la
calidad de vida, incluso en pacientes que ya reciben atencién por demencia en
entornos institucionales (Graham et al., 2017). En la actualidad, no se ha encontrado
una droga que tenga éxito para alterar el curso de la enfermedad, ya que la pérdida
de memoria y el deterioro cognitivo estan asociados con la muerte neuronal y la
pérdida de la materia gris en la corteza frontal y el hipocampo (Barrera-Ocampo &
Lopera, 2016).
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4. Marco teoérico

4.1 Posibles causas de la EA

Las enfermedades neurodegenerativas, como EA, son muy heterogéneas en cuanto
a sus sintomas y hallazgos histopatologicos (Scheltens et al., 2016). Actualmente
se relaciona con alteraciones genéticas, moleculares y celulares, siendo una
patologia multifactorial. Como se puede observar en la figura 5, cada nodo en ésta
representa una posible causa de EA. Estos eventos pueden funcionar de forma
concertada para producir la muerte neuronal en los pacientes (Edwin L. Cooper &
Melissa J. Ma, 2017), no obstante estos no son los Unicos eventos que
desencadenan o empeoran la patologia.

AP cascade theory Genetic mutation Tau protein theory

Tau protein

Ap accumulation hyperposphorylation

) Tau protein
Oxidative stress Alzheimer’s discase aggregation

Cholinergic neuron Chaperone
death deregulation

Cholinergic neuron theory UPS impairment UPS impairment theory

Figura 5. Diagrama algunas de las posibles causas de EA extraido de (Edwin L.
Cooper & Melissa J. Ma, 2017).

Se estima que el 99% de los casos de EA son debidos a causas desconocidas
(Alzheimer esporadico). Solo un pequefio porcentaje de casos de EA (<1%) se
desarrolla como resultado de mutaciones en tres genes especificos (la proteina
precursora amiloide “APP”, presenilina 1 y 2), estas mutaciones incrementan la
probabilidad de desarrollar la enfermedad en el 95-100% de los casos, teniendo
sintomas antes de los 65 afos, incluso a edades tempranas (<45 afios) (Alzheimer’s
Association, 2017).

Los marcadores moleculares mas caracteristicos de la EA son las placas beta-
amiloide y los agregados de tau, los cuales tienen patrones de progresion
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espaciales y temporales discrepantes dentro de ciertas regiones vulnerables del
cerebro (David T. Jones a,b et al., 2017). Estos son un indicador mensurable que
se utilizan para diagnosticar la presencia o ausencia, evaluar el riesgo de desarrollar
una enfermedad, o entender cdmo un paciente ha respondido a un tratamiento
(Karlawish, Jack, Rocca, Snyder, & Catrrillo, 2017).

La agregacion del péptido AB y la fosforilacion de tau ocurren a lo largo de la vida
del paciente, pueden ser utilizados para diagnosticar la enfermedad midiendo sus
niveles en el liquido cefalorraquideo (Marie Jouanne & Sylvain Rault, 2017). Sin
embargo, la falta de antecedentes familiares o sintomas caracteristicos evitan que
se haga un diagnéstico temprano de la enfermedad.

Hasta el momento los Unicos medios para evaluar la disposicion del péptido Ap era
las tomografias por emision de positrones (PET) o medicion del AB en el fluido
cerebroespinal, procedimientos invasivos y costosos, por lo que no toda la poblacién
puede acceder a ellos. Pero recientemente se ha validado un método por el cual se
pueden determinar los niveles de AB plasmaticos y correlacionarlos con la
presencia, ausencia y/o avance de la enfermedad, puesto que estos andlisis se
pueden realizar a etapas tempranas o leves de la EA, abriendo la oportunidad a que
se implementen medidas para detener el progreso de la enfermedad (Nakamura et
al., 2018).

4.2 El Hipocampo LOBULO PARIETAL
El hipocampo como se puede popuLo

observar en la figura 6, esta situado  FRONTAL
en el l6bulo temporal medio, en la

parte mas baja de la corteza y toca

el tronco del encéfalo (Florencia

Zappa Villar et al., 2017).

CORTEZA / ' CEREBELO
ENTORINAL / -
— HIPOCAMPO

Figura 6. Anatomia del cerebro
humano donde su puede observar
la localizacion y el tamafio del hipocampo (verde) extraido de
https://www.blogdefarmacia.com/el-cerebro-y-la-funcion-del-hipocampo-en-la-
memoria/

LOBULO TEMPORAL

Este hace parte del sistema limbico, un conjunto de vias nerviosas involucradas en
la génesis y creacion de las emociones (Latarjet & Ruiz Liard, 2004), ademas, esta

19



involucrada con la correcta formacion, adquisicion y consolidacion de la memoria,
asi como para la orientacion espacial y los procesos de aprendizaje.

Se compone de cuatro regiones morfolégicamente diferentes DG (giro dentado), CA
(Cornus Ammonis), presubiculum y subiculum. A su vez, el area CA se puede
subdividir en otras dos regiones: CA1y CA3 (Strien, Cappaert, & Witter, 2009). Hay
estudios que reconocen una tercera regiéon denominada CA2, no obstante esto no
esta generalizado (Aimone et al., 2014) (Noemi Rueda Revilla, 2016).

4.3 Proteina tau y Ovillos Neurofibrilares
En 1907, la hipétesis de los ovillos neurofibrilares que provienen de la fosforilacion

de la proteina tau fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer, pero no fue hasta
1968 y 1988 que se caracterizo la composicidn de estos y se relacioné con la EA
(Bakota et al., 2017). La proteina tau forma parte importante del citoesqueleto en
las neuronas; estabilizando microtubulos, manteniendo la forma celular y como via
de transporte axonal (Kumar, Kumar, Keegan, & Deshmukh, 2018). Diversas
quinasas (y algunas fosfatasas) juegan un papel importante en la fosforilacién de
tau en el cerebro (Marie Jouanne & Sylvain Rault, 2017), afectando su funcion
biol6gica normal. Las quinasas con actividad excedida, las fosfatasas con actividad
reducida o ambas causan la hiperfosfolizacion de tau, lo que conlleva a su
autoagregacion y a la consecuente desetabilizacion de los microtibulos (Querfurth
& LaFerla, 2010).

Bajo estas circunstancias, tau comienza a agregarse originando complejos
proteicos denominados ovillos neurofibrilares (Figura 7), (NFT por sus siglas en
inglés). Estos agregados forman filamentos insolubles que provocan perdida de
conexiones neuronales y destruyen el sistema de transporte y comunicacién de las
neuronas constituido por los microtibulos (Braak & Del Tredici, 2010)(Merle
Christine Hoenig et al., 2017).
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Figura 7. Proceso de formacion de ovillos neurofibrilares (Querfurth & LaFerla,
2010)

Estos ovillos sobreviven incluso después de la muerte neuronal, donde pueden ser
liberados al espacio extracelular. Los ovillos son degradados por los astrocitos y la
microglia que generalmente se encuentran dentro del hipocampo, la corteza
entorrinal, la amigdala, el nucleo dorsal de rafé y el ntcleo basal de Meynert (Kumar
et al., 2018), estructuras afectadas por la neurodegeneracion que se presenta en
EA.

4.4 Péptido AB y Placas amiloid
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Figura 8. Procesamiento de proteina precursora amiloide extraido de (Querfurth &
LaFerla, 2010)

La proteina integral de membrana denominada APP (Proteina precursora
amiloidea), se sintetiza en el reticulo endoplasmico, se transporta por vesiculas
secretoras, y se procesa por diferentes enzimas que estan en la bicapa lipidica
(Figura 8)(Kumar et al., 2018), APP es la precursora de los péptidos AB. La hipotesis
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amiloidea de la EA sostiene que la acumulacion del péptido AB conduce a una
sinapsis disfuncional y una neurodegeneracion relacionada con los sintomas mas
caracteristicos de demencia (Christopher H. van Dyck, 2017).

Esta produccion de péptido AR se debe a la degradacion de la proteina APP por
ciertas enzimas, pero este procesamiento celular tiene dos vias. La primera via,
lado izquierdo de la figura 8, no es dafino para el organismo, se denomina
procesamiento no amiloidogénico y tiene un efecto neuroprotector. La segunda via,
lado derecho de la figura 8, es el procesamiento amiloidogénico el cual crea los
péptidos AB, estos son muy insolubles y suelen agregarse en el espacio extracelular
(Querfurth & LaFerla, 2010).

Recientemente se ha descubierto un nuevo subproducto de la escision de APP,
denominado AB1-43, el cual se ha informado que contribuye potencialmente a la
formacion de las placas amiloide. Curiosamente, AB1-43 es altamente
amiloidogénico, neurotdxico y se agrega antes que los otros dos productos de la
escision. AB1-43 interactia con las membranas neuronales, lo que resulta en la
formacion de poros y una afluencia excesiva de iones que conducen a la muerte
neuronal y la progresion de la EA (Kumar et al., 2018).

Ademas, los péptidos AB afectan la funcidén de la enzima GS Sonia Luz Rodriguez
L , Pérez G & Gerardo Reyes (2012) pudieron observar que la interaccion de GS
con el péptido AR puede explicar la reduccién de la actividad de la enzima en
pacientes con EA, alterando el ciclo glutamato-glutamina y generando cambios en
el entorno celular que favorecen la excitotoxicidad por glutamato tipica de los
procesos de neurodegeneracion. Este aumento de glutamato y la falta de absorcion
de éste por parte de los astrocitos, los cuales controlan el curso temporal del
glutamato en el espacio extracelular, afecta la neurotransmision, la sinaptogénesis
(formacion de sinapsis) y el desarrollo del ciclo glutamina-glutamato (Mortimer
Mamelak, 2017).
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la expresion de los genes GLAST, GLT-1 y Glutamina
sintetasa que codifican los trasportadores y la enzima que degrada el
glutamato en astrocitos hipocampales de rata Wistar tratados con
glutamato a concentraciones excitotoxicas.

5.2 Objetivos especificos

e Establecer las concentraciones toxicas de glutamato en cultivos de
astrocitos hipocampales de rata.

e Estandarizar la metodologia para la amplificacién de los genes de
interés mediante RT-PCR

e Determinar por RT-PCR si existen cambios en la expresion de los
genes de interés en cultivos de astrocitos tratados con glutamato.
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6. Métodos y materiales

6.1 Materiales
Hipocampos de ratas Wistar recién nacidas (P0-P2) fueron empleados para hacer

los cultivos de astrocitos. La disociacion del tejido se hizo mediante digestion con
DNAsa (0,1 mg/mL) y tripsina (0.25%). Las células fueron sembradas en medio
minimo esencial (MEM). La induccion de la excitotoxicidad se produjo con
Glutamato y la viabilidad de las células se verifico con el kit Vybrant® MTT, este
implica la conversion del MTT soluble en agua (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio) a un formazano insoluble. Luego se solubilizé el formazano en
DMSO vy la concentracion se determind por densidad optica a 570 nm. Para la
extraccion de RNA se utilizé el kit E.Z.N.A Total RNA de Omega bio-tek, y para
cDNA se utilizé la enzima transcriptasa inversa con 500 ng de RNA 'y 0.5 ug de oligo
(dt). Para la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se tomaron 60 ng de cDNA
previamente sintetizado y se amplificaron con la enzima Taq polemerasa, dNTPs,
magnesio, primers y buffer de la enzima.

6.2 Establecer las concentraciones toxicas de glutamato

6.2.1 Cultivos de astrocitos hipocampales
Los cultivos de astrocitos se realizaron con hipocampo de rata Wistar posnatal de

0-2 dias. Se separaron las células del tejido evitando la autoagragacion con DNAsa
(0,1 mg/mL) y tripsina (0.25%).

Posteriormente se sembraron las células en botellas de poliestireno de 25 cm? con

medio minimo esencial (MEM), que contenia glucosa (20 mM), piruvato de sodio (1
mM) y suero de caballo (10%). EI MEM fue remplazado al dia siguiente para
descartar las células muertas que no se habian adherido. Una vez alcanzado la
confluencia del 90% se realiz6 un subcultivo, removiendo el MEM y lavando los
astrocitos con PBS (1X) y tripsina (0.025%). Seguidamente se las células se
incubaron a 37°C por 5 min y se centrifugaron a 1000 x g por 4 min. EIl pellet
obtenido se resuspendié en MEM, se contaron las células empleando una camara
de neubauer, y se sembraron 2 x 10° células por pozo.

6.2.2 Induccién de excitotoxicidad con glutamato
Al dia siguiente de la siembra, las células se trataron con glutamato a diferentes
concentraciones (5, 50 y 500 uM) y se incubaron durante un tiempo establecido (0,5

y 2,0 h) a 37°C y 5% de CO2. Después de este tiempo se retird el tratamiento y se
adicion6 nuevamente MEM suplementado.

24



6.2.3 Evaluacion de la viabilidad celular con MTT
La viabilidad celular se realizé a astrocitos de 8 DIV (dias in vitro) mediante el kit

Vybrant® MTT. Esta viabilidad se realizo ya que se quieso observar el estrés celular,
mas no la muerte por la excitotoxicidad, y asi, poder analizar si tras estos
tratamientos con glutamato hay alguna modificacion de los genes de interés y poder
asociar este evento a dicha modificacion genética. Para este ensayo los astrocitos
fueron tratados con vehiculo (HBSS - Hanks’ Balanced Salt Solution) o glutamato
(5 uM, 50 uM y 500 uM); cada una de ellos contenia ademas glicina (10 uM) y CaCl2
(0.8 mM). Ademés, habia células tratadas con Triton X-100 (0.1%), como control
negativo, y células sin tratamiento alguno como control positivo. Después de 24 h
se adiciond6 medio fresco y 10 pL de la solucibn de MTT (12 mM). Para
posteriormente incubar las células a 37°C por 4.0 h.

Por ultimo, se retiré 85 pL de medio y se agregd 50 uL de DMSO como disolvente
organico, para que se diluyan los cristales de formazano, Se incubaron a 37°C por
10 min y luego se midid la absorbancia en un lector de platos a 570 nm.

6.2.4 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA
Después de determinar la concentracion y el tiempo éptimo de tratamiento, se

procedio a sembrar astrocitos hipocampales en platos de 6 pozos en una densidad

de 1 x 10°% células por pozo. Al dia siguiente, se trataron con glutamato a la
concentracion y tiempo determinados en el ensayo de excitotoxicidad.

Después de 24 h del tratamiento se realizé la extraccion de RNA empleando el kit
E.Z.N.A Total RNA de Omega bio-tek, siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante (Omega bio-tek, 2012). Las células fueron tripsinizadas y se agregaron a
un tubo de 1.5 mL para su lisis con 700 uL del buffer de lisis TRK. Se centrifugaron
las células a 10.000 x g durante 1 minuto. La muestra se agregé a una columna de
RNA HiBind para luego centrifugar a 10.000 x g por 30 segundos. Las células se
lavaron con 500 pL de buffer el cual era RNA Wash Buffer Il. Este se pipeteo
directamente sobre la columna, luego se centrifugd nuevamente a 10.000 x g
durante 30 segundos y se descartd el sobrenadante. Se transfirio la columna a un
tubo de centrifuga de plastico de 1.5 mL limpio y se le adicioné agua libre de
nucleasas y se centrifugd a 13.000 x g por 2 minutos. La muestra se almaceno a -
80°C en un ultra-congelador hasta realizar la RT-PCR.

A partir del RNA extraido, se obtuvo el cDNA por medio de la accion de la enzima
transcriptasa inversa. Para esto se tomaron 500 ng de RNA, 0.5 pg de oligo (dt) y
agua, se incubaron a 70°C por 5 minutos y luego se colocaron en hielo por otros 5
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minutos. A continuacion, se tomaron 5 L y se adicionaron a la mezcla descrita en
la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones para la sintesis de cDNA

1 Muestra

RT-PCR [ |f (uL)
GS 1X Buffer 4,0
MgCl2 (2,0 mM) 1,6
dNTPs (0,5
mM) 1,0
GS Rev Trans 1,0
H20 7.4
Total 15,0
RNA 5,0

6.3 Estandarizacién de las condiciones 6ptimas de PCR

6.3.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la PCR se tomaron 60 ng de cDNA sintetizado previamente y se adicionaron

a la mezcla descrita en la tabla 2. Las muestras se llevaron al termociclador donde
se incubaron a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
55°C-65°C por 50 segundos, 72°C por 1 minuto, y una extension final a 72°C por 5
minutos. Las secuencias de los primers utilizados aparecen en la tabla 3.

Los fragmentos amplificados en la PCR se separaron en un gel de agarosa (1.5%)
a 120 V por 90 min. Luego de esto los geles fueron fotografiados y a partir de estas
imagenes se hizo el analisis densitométrico.

Tabla 2. Condiciones para la PCR.

1 Muestra
PCR (uL)
Buffer 10X 2,0
10 mM dNTPs 0,4
25 mM MgCI2 15
Fprimer 0,4
Rprimer 0,4
Taq 0,3
H20 14,0
Total 19,0
Muestra 1,0
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En la tabla 3 aparece la informacién sobre las secuencias, las temperaturas de
alineacion tedricas y estandarizadas para los primers que se emplearon para
amplificar los genes GLAST -1, GLT-1, Glutamina Sintetasa.

Tabla 3. Primers utilizados en la PCR con temperatura tedrica.

Longitud Tm (°C)

Proteina Primer Secuencia (5'...3’) (pb) TEORICO
GLAST-1 Slcla3 1IF GGATGGAAAGATTCCAGCAA 20 60.01
Sicla3 1R CCATCTTCCCAGATGCCTTA 20 60.03
GLT-1 Slcla2 1IF ATTGGTGCAGCCAGTATTCC 20 59.96
Slcla2 IR TGCGGCATAGACACATTGAT 20 60.10
Glutamina Glul 1F TGAACAAAGGCATCAAGCAG 20 59.99
sintetasa Glul 1R GCCATAAGCCTTGTCAGCTC 20 59.99
GPDH 1F ATGGGAAGCTGGTCATCAAC 20 59.93
GAPDH GPDH 1R GGATGCAGGGATGATGTTCT 20 59.89

6.4 Determinacion de los cambios de la expresion de los genes GLAST, GLT-
1y GS

6.4.1 Método de obtencion de datos
A partir de las fotografias de los geles que contenian los fragmentos de los genes

amplificados, se determiné la intensidad de las bandas y esta se cuantifico con el
programa ImageJ (NIH), el cual es un programa que utiliza el procesamiento de
imagen digital, para calcular la intensidad de cada banda que equivale a pixeles por
area para determinar el nivel de expresién de genes que hay en cada muestra. Los
valores de intensidad de cada gen se normalizaron con los valores de intensidad
del gen de expresién constitutiva GAPDH.

6.4.2 Estudio Estadistico
Durante el proyecto se realizaron diferentes pruebas estadisticas para determinar

el comportamiento de los datos. La primera prueba se realiz6 al ensayo de
excitotoxicidad, el cual se llevé a cabo con un (1) cultivo (empleando 2 animales)
con 8 réplicas por cada tratamiento. Los valores de absorbancia de cada muestra
fueron empleados para calcular el promedio y la desviacion estandar de cada
tratamiento para aplicarle la prueba de Shapiro-Wilk, la cual es una prueba de
normalidad, que determind que los datos tenian una distribucion normal. Por lo
tanto, para se aplicé una ANOVA, en este caso el tiempo de exposicion (0,5 hy 2,0
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h) y las concentraciones de glutamato estan relacionadas con la supervivencia
celular.

Posterior a esto se realizé una prueba post-hoc de Dunnett, ya que una vez que se
ha determinado que existen diferencias entre las medias, esta identifica los
subconjuntos homogéneos de medias que no se diferencian entre si, en este caso
buscar para determinar si existian diferencias entre los tratamientos y el vehiculo.

Con el fin de establecer si las diferencias eran estadisticamente significativas se
asumié un intervalo de confianza del 95% y una p<0.05. Para los analisis de
expresion de genes se realizd 1 cultivo (empleando 4 animales) con 3 réplicas en
cada tratamiento. Los valores de densitometria, correspondientes a la expresion de
cada gen en los grupos experimentales, fueron empleados para calcular el promedio
y la desviacion estandar de cada tratamiento. A estos datos de les realizd una
prueba no paramétrica de Wilcoxon, la cual se utiliza para comparar el rango medio
de dos muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Para
esta se asumio que habia significancia estadistica cuando p<0.05.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Establecer las concentraciones toxicas de glutamato

Para la estimacion de las concentraciones toxicas de glutamato se realizaron los
cultivos de astrocitos de hipocampo de rata wistar los cuales fueron tratados con
diferentes concentraciones de glutamato. Una vez se realizaron las evaluaciones a
los dos tiempos (0,5 h'y 2 h) y las concentraciones propuestas (5 uM, 50 uM y 500
KUM); se evalud la viabilidad celular mediante MTT.

Este método, MTT, esté basado en la actividad metabdlica de las células, estimada
por la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales. Se considera que la accién
sobre el MTT se debe principalmente a la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa, pero también pueden intervenir reductasas citosolicas o de otros
compartimentos subcelulares. Las coenzimas reducidas resultantes (NADH vy
NADPH) convertirdn el MTT en su formazano (Gold et al., 2015).

MTT

Figura 9. Estructura del MTT extraido de
http.//biomodel.uah.es/tecnicas/cel/MTT.htm

EI MTT (figura 9) es un compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio,
soluble en agua y con color amarillo. Al reducirse (figura 10), el MTT se convierte
en un compuesto de la familia de formazanos, de color violeta e insoluble en agua.
Para cuantificarlo se suele emplear un disolvente organico, como el DMSO
(dimetilsulfoxido) para disolver la sal de formazano y asi determinar la densidad
optica a una longitud de onda de 570 nm, la cual representa el maximo de
absorbancia del MTT.
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Figura 10. Formacion de formazano a partir de la sal de tetrazolino extraido de
http://biomodel.uah.es/tecnicas/cel/MTT.htm

El ensayo de MTT fue realizado para establecer la concentracion y los tiempos
Optimos para inducir estrés celular sin alcanzar niveles citotoxicos pues ultimos
estos causan lisis celular impidiendo el andlisis de expresion de genes. La figura 11
muestra una imagen representativa de los resultados del ensayo de MTT.
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Figura 11. Disefio experimental del ensayo de MTT en astrocitos hipocampales
tratados con glutamato. Distribucion de las muestras en el plato de 96 pozos:
Células no tratadas (control positivo), células tratadas con Triton X-100

30



(control negativo), células tratadas con el vehiculo (HBSS), células tratadas
con glutamato (5 uM, 50 uM y 500 uM) y pozos sin células (blanco del ensayo
de MTT). Esta configuracién fue empleada para los tiempos evaluados de 0,5
hy2h.

Actualmente hay métodos mas sensibles que el ensayo MTT para determinar la
actividad metabdlica celular, ya que el MTT no siempre cuantifica correctamente la
proliferacion y citotoxicidad celular y por lo tanto, no cuantifica de manera precisa la
supervivencia celular de los astrocitos tratados con glutamato (Lobner, 2000).

Esto se puede observar en la figura 11 donde muestras de las mismas células, con
el mismo tiempo y concentracion de tratamiento, sufren variaciones de color y por
lo tanto arrojan resultados heterogéneos. Esto podria afectar la distribucion de los
datos y alterar los resultados de los analisis estadisticos. Por lo tanto, se necesitaria
un ensayo mas sensible, confiable y rapido como LDH y WST-1.

Esta falta de eficacia, sensibilidad y confiabilidad del ensayo de MTT se puede
observar en el estudio de Liu, Peterson, Kimura, & Schubert, el cual sugiere que las
mitocondrias no participan de manera exclusiva en la reduccion del MTT sino que
otros organelos como endosomas, lisosomas o mitocondrias libres también puede
reducirlo (Liu, Peterson, Kimura, & Schubert, 2002).

Uno de los ensayos que se podria utilizar en remplazo del MTT es el ensayo de
proliferacion celular WST-1. Esta técnica no requiere ni lavar ni recolectar células y
desde el inicio del cultivo el andlisis de datos por lector de ELISA se realiza en la
misma placa (Roche, 2007).

Otra alternativa al MTT es evaluar la apoptosis celular inducida por las altas
concentraciones de glutamato mediante una técnica denominada LDH que analiza
la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Esta se detecta en el
espacio extracelular después de la muerte celular y su presencia esta siempre
relacionada con la necrosis y lesiones tisulares (Lobner, 2000)(Labori Puentes,
2016). No obstante, lo més conveniente seria utilizar en concomitante el analisis de
la liberacién de LDH y la reduccion de MTT, para determinar con precision la muerte
apoptotica de los astrocitos. Ya que el MTT carece de sensibilidad, como se
demostré en cultivos de células primarias cuando fueron tratadas con diferentes
concentraciones de péptidos AR (Mozes, Hunya, Posa, Penke, & Datki, 2012).
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Figura 12. Histogramas de los promedios de la absorbancia obtenidas mediante el
ensayo de MTT de las células tratadas a 0.5 hy 2.0 h

El analisis estadistico realizado a los datos obtenidos de las absorbancias no fue
estadisticamente significativo. Esto se podria deber a que solo fue un solo
experimento, y habria que realizar mas repeticiones para evaluar si otros
experimentos si arrojan algun resultado estadisticamente significativo. No obstante,
si se muestran ciertas tendencias cuando estos fueron tratados con los diferentes
tratamientos.

En la figura 12 se puede observar los datos de las absorbancias en un diagrama de
barras. Este diagrama se separd en dos gréaficos que corresponden a los tiempos
trabajados, estos ademas, se separaron en 6 barras diferentes.

Las dos primeras barras (células No tratadas y Triton 0,1%) solo se emplearon como
los controles positivos y negativos respectivamente y no se utilizaron para el analisis
de las tendencias de los resultados. Posterior a estas, esta el vehiculo contra el cual
se compararon los diferentes tratamientos.

A las dos horas de tratamiento (2.0 h) hay menos viabilidad celular. Esto se debe a
que el vehiculo (HBSS) solo es un buffer que no tiene ni nutrientes ni condiciones
aptas para las células. Por lo que un tiempo tan prolongado sin alimento, produce
fuerte condiciones de estrés metabdlico que causan la muerte.

En el tiempo 0.5 h hay mas viabilidad celular en todas las concentraciones que al
tiempo 2.0 h, esto se refleja en el tamafo de las barras que representan los niveles
de absorbancia y en este caso son muy parecidas a la del vehiculo. No obstante,
se puede apreciar a la concentracion de 500 uM empieza a disminuir de manera
evidente la absorbancia, o que se puede asociar con muerte celular. Debido a la
magnitud de la muerte celular causada en tan poco tiempo de exposicion, se puede
inferir que a una concentracion de 500 uM de glutamato no solo produce estrés
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celular, sino necrosis. Por esta razdn se descart6 esta concentracion (500 uM) para
realizar los estudios posteriores.

Dado que a 5 pM y a 50 uM de glutamato se observa un alto nivel de viabilidad
celular, se seleccioné el tratamiento con 50 uM de glutamato durante 0.5 h como
las condiciones Optimas para inducir estrés sobre los astrocitos sin producir muerte
celular necrotica ya que estudios de Abe & Saito (2000) confirmaron que
concentraciones de 10-100 puM de glutamato producen modificaciones en el
NMDAR produciendo un aumento en la concentraciéon de calcio intracelular en
células de hipocampo de rata cultivadas.

7.2 Estandarizacién de las condiciones 6ptimas de PCR
Para la estandarizacion de las condiciones 6ptimas de la PCR solo se utiliz6 como

parametro a evaluar la temperatura de hibridacién de los primers, ya que esta era
esencial para una correcta amplificacion de los genes.

Estos primers fueron disefiados bioinformaticamente y se obtuvo una temperatura
de hibridacion tedrica la cual se puede observar en la tabla 6. A parte de los genes
a analizar también se disefié un primer para el gen constitutivo GAPDH. Este gen
también denominado gen housekeeping se expresa de manera constante en todos
los astrocitos y se utiliza como referencia para normalizar los niveles de expresion
de los genes de interés.

Tabla 4. Disefio de primer para la proteina a analizar.

Proteina Primer Secuencia (5'...3’) Longitud | Tm (°C) | pb
GLAST Slcla3 1F GGATGGAAAGATTCCAGCAA 20 60.01
GLAST Sicla3 1R CCATCTTCCCAGATGCCTTA 20 60.03 318
GLT-1 Sicla2 1F ATTGGTGCAGCCAGTATTCC 20 59.96
GLT-1 Slcla2 1R TGCGGCATAGACACATTGAT 20 60.10 315

Glut Syn Glul 1F TGAACAAAGGCATCAAGCAG 20 59.99

Glut Syn Glul 1R GCCATAAGCCTTGTCAGCTC 20 59.99 49t
GAPDH GPDH 1F ATGGGAAGCTGGTCATCAAC 20 54.0
GAPDH GPDH 1R GGATGCAGGGATGATGTTCT 20 54.0 440

En la figura 13 se muestran fotografias de los geles de agarosa donde se separaron
los productos de PCR correspondientes a los genes de interés. En los geles no se
observan bandas inespecificas en los rangos de temperatura evaluados (53 a
65°C). Experimentalmente se determino que la temperatura éptima de alineamiento
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para los genes era de 61.3°C (figura 13a y 13b).

Estandarizacion de los primers

b)

Slc1a3
318bp

Glul
491bp

Figura 13. a) Perfil electroforético en geles de agarosa que reune los resultados del
proceso de estandarizacion de GLAST -1(Slcla3), GLT-1(Slcla2) y Glutamina
Sintetasa (Glul) b) Electroforesis a partir de las cuales se obtuvo la temperatura
Optima de alineamiento de cada gen de estudio.

Tabla 5. Temperatura éptima de alineamiento de los primers utilizados en la PCR.

Proteina Primer Tm (°C)
GLAST Slcla3 1F | 60.01
GLAST Slcla3 1R 60.03
GLT-1 Slcla2 1F 59.96
GLT-1 Slcla2 1R | 60.10

Glut Syn Glul 1F 59.99

Glut Syn Glul 1R 59.99
GAPDH GPDH 1F 54.0
GAPDH GPDH 1R 54.0
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Ademas, se determin6 que la cantidad de muestra 6ptima a llevar a cabo la PCR
fue de 60 ng/pL, ya que a concentraciones mayores se evidencia una cantidad
importante de cDNA sin amplificar y la aparicion de bandas inespecificas que alteran
la calidad de los resultados.

7.3Determinacion de los cambios de la expresion de los genes GLAST, GLT-
1y GS

El andlisis de los genes de estudio se llevd a cabo mediante la amplificacion de
GLAST, GLT-1y GS de los astrocitos tratados con 50 uM de glutamato por 0,5 h. A
partir de las imagenes de los geles de agarosa de los productos de la PCR, se
realiz6 un analisis densitométrico, el cual, determind los niveles de expresion
relativa mediante el software ImageJ (figura 14). Estos valores fueron comparados
con la expresion del gen constitutivo GAPDH para su analisis.
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Vehiculo Glutamato (50 M)

Figura 14. Expresion de los genes GLAST, GLT-1 y GS en astrocitos de rata
tratados con glutamato. A) Esquema de comparacion de la expresion de los
genes de estudio en muestras obtenidas tras el tratamiento con el vehiculo y las
concentraciones de glutamato. b) Histogramas que permiten evidenciar la tendencia
de expresion de los genes a 50 uM por 0.5 h
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El estudio de los resultados evidencié que las diferencias en la expresion de los
genes no era estadisticamente significativa. Sin embargo, se encuentra que la
expresion de los transportadores GLAST y GLT-1 muestran una tendencia a la alza,
mientras que la expresion de la enzima GS tiende a disminuir por el tratamiento del
glutamato.

Los transportadores de glutamato en los astrocitos son importantes para mantener
la especificidad espacial y temporal de la transmision sinaptica. La eficiencia de esto
se basa en poder captar y transportar glutamato del espacio extracelular al
intracelular, pero esto depende de varios parametros, en los que se incluye la
elevada concentracion de sodio y glutamato dentro del astrocito, los cuales, pueden
ralentizar la velocidad de transporte. En astrocitos, el glutamato se mantiene a baja
concentracion debido a la presencia de enzimas especificas tales como GS (Al
Awabdh et al., 2016)

El aumento de la expresion de los trasportadores, se puede interpretar como una
respuesta protectora que tienen los astrocitos para una mayor captacion de
glutamato de la hendidura sinaptica, y asi, disminuir la concentracion de glutamato
en el espacio extracelular, lo cual, podria causar muerte por excitotoxicidad a través
de la activacién de los receptores de glutamato (Heather Scott Walton, 2007).
Estudios revelan que la movilidad de la superficie GLT-1 y otros trasportadores
(GlyT1, GAT-1 y GAT-3 ) de astrocitos, se debe a la actividad neuronal, la cual,
modula la actividad del transportador durante la sinapsis glutamatérgica, siendo un
proceso clave para el aclaramiento del glutamato (Al Awabdh et al., 2016). Ademas,
se demuestra que la expresion de estos es heterogena en las diferentes areas del
cerebro, observando variacion de la captacion de glutamato (Ghirardini et al., 2018).

La inhibiciébn del transporte de glutamato, que a veces se observa en las
enfermedades neurodegenerativas, conduce a una muerte neuronal lenta que
podria ser prevenida por antagonistas de receptores de glutamato. Por ejemplo, la
memantina, un farmaco con propiedades neuroprotectoras, parece potenciar la
cognicion junto con otros tratamientos contra la EA para proteger el cerebro de los
niveles toxicos de calcio y glutamato, permitiendo una transmisién normal de
sefales entre las neuronas (A. Tanovic, 2006).

Por otro lado, la disminucion en la expersion de la enzima GS puede interpretarse
como una respuesta celular a las altas concentraciones de glutamato con la cual se
previene la conversion de glutamato a glutamina en los astrocitos. De esta forma se
reduce el suministro de este precursor a las neuronas como una respuesta
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protectora. Esta inhibicion produce una acumulacion citosolica de glutamato, esto
sugiere que la conversion de glutamato por GS es importante para
operacion de EAAT (Trabelsi, Amri, Becq, Molinari, & Aniksztejn, 2017).

En la EA, la severidad de la demencia se correlaciona con la disminucion de la
sinapsis en el hipocampo y la corteza cerebral. Los estudios en roedores han
establecido que en el hipocampo la LTP es inhibida por oligobmeros solubles de Ap
(Shuxuan Huanga et al., 2018). En experimentos con cultivos de astrocitos de rata
se observo que el tratamiento con oligdbmeros de AB disminuye la expresion de
transportadores de glutamato astrociticos y su actividad, por lo tanto, perjudicando
la plasticidad sinaptica (Shuxuan Huanga et al., 2018). La relacion entre la proteina
AB vy el glutamato se ha estudiado en neuronas, pero se sabe muy poco sobre la
interaccion entre AR y el glutamato en astrocitos, por ello, cuando se estudiaron los
efectos de AB y el glutamato sobre la morfologia de los astrocitos, los resultados
sugirieron que la estelacion de los astrocitos (cambio morfolégico) inducida por Ap
es suprimida por un mecanismo relacionado con un transportador de glutamato adn
desconocido (Abe & Saito, 2000).

Aunque la relacién precisa entre la excitotoxicidad, los astrocitos, los oligémeros AR
y la EA no esta clara, la evidencia apunta a que la combinacion de estos factores
juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad. Por ello, es
necesario investigar la contribucion astroglial en la EA para obtener nuevas
estrategias para reducir la sintomatologia caracteristica de la enfermedad,
desarrollar un tratamiento neuroprotector y conocer las modificaciones a nivel
genético, molecular y celular para comprender la mecanica de la EA.
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8. Conclusiones

Se determind las condiciones de excitotoxicidad 6ptimas para la realizacion
del experimento sin causar muerte celular, las cuales fueron 50 uM a 0,5 h.

Se establecieron las condiciones 6ptimas de PCR para la hibridacion de los
primers, las cuales fueron de 61.3°C para los trasportadores GLAST y GLT-
1 yla enzima la Glutamina Sintetasa.

Se determiné la expresion de los genes, la cual permiti6 observar en los
histogramas de analisis de los genes de interés una sobrelapacion de las
barras de tendencia. Las cuales podrian sugerir una tendencia al aumento
de la expresion de trasportadores GLAST y GLT-1 y una disminucién de la
expresion de la enzima Glutamina Sintetasa.
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9. Recomendaciones

Dado que los resultados del proyecto no arrojaron resultados estadisticamente
significativos, se recomienda ampliar el nimero de experimentos ya que este
ensayo solo se realiz6 una vez con sus correspondientes repeticiones. Si dado el
caso, no se logran obtener datos estadisticamente relevantes, se recomienda
buscar otro evento bioldgico, como la evaluacion de la expresion de otros genes
implicados en el transporte de glutamato como son el EAAC 1, EAAT 4 o EAAT 5,
nuevas rutas de muerte y/o estrés celular como la activacion de caspasas o el estrés
oxidativo (ROS), ya que significaria que este no es lo suficientemente fuerte como
para apreciar una diferencia significativa. Ademas, se aconseja que cuando se esté
realizando el ensayo de viabilidad celular por MTT, el vehiculo, en nuestro caso
HBSS, sea complementado con glucosa o con suero fetal bovino ya que se presenta
muerte celular por falta de nutrientes después de una hora. Finalmente, se
recomienda utilizar ensayos de viabilidad méas sensibles como el WST-1 o LDH.
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10.Anexo

Tabla 6. Analisis estadistico de exposicién a glutamato a 0,5 h

ANOVA ss DF | MS F (DFn, DFd) P value
Tratamiento 0,008534 3 | 2099 |F322=2243 | DO
Residuos 0,0279 22 2,00126

Total 0,03644 25

Tabla 7.Test Dunnett para la comparacion del vehiculo con los tratamientos en las
células expuestas a 0,5 h

-I(;E)SI\;II-P,DAERACION I\D/Ii?:m 2?’;??/0 Cl SignificantSummaryogljlljgted P Columnal]
DUNNETT ' ’

Vehiculo vs. Glu 5 mM [-0,015 00032%21 to No ns 0,8323 Glu 5 mM
Vehiculo vs. Glu 50 mM '0’020326?6%75%%2 © No ns 0,6922 Gl 50
mVMehicqu vs. Glu 500 0.02439 000%%16991 to No ns 0,5698 gll\ljl 500
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