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RESUMEN DEL PROYECTO

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia en el
adulto. La demencia, esta asociada al deterioro progresivo de las funciones
superiores, caracterizandose por la pérdida de la memoria y otras funciones
cognitivas como el habla, el lenguaje, el razonamiento, el juicio y el pensamiento.
La alteracion de estas funciones, interfiere con la realizacion de actividades
cotidianas. Los marcadores histolégicos mas importantes de EA son las placas B-
amiloide que son agregados generados de manera extracelular y los ovillos
neurofibrilares (NFT), que son agregados intracelulares de la proteina tau
hiperfosforilada. Sin embargo, estos no son los Unicos eventos patoldgicos que
ocurren en la enfermedad.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central (SNC), siendo ademas el mas abundante. Esta involucrado en muchas
funciones del cerebro, entre ellas la cognicion, la plasticidad sinaptica y la
formacion de la memoria dependiente de la potenciacion a largo plazo (LTP).
Estas funciones se ven afectadas por elevadas concentraciones de este
neurotransmisor debido a una perturbacion en su equilibrio homeostatico
generando un efecto excitotoxico. La excitotoxicidad genera muerte neuronal y
afecta la plasticidad sinaptica, lo que contribuye al desarrollo de la fisiopatologia
presente en la EA.

Por tal razon, este proyecto evalud si concentraciones elevadas de glutamato
tienian efecto excitotoxico sobre neuronas hipocampales. Para esto se analiz6 la
expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B que codifican las subunidades GIuUN2A
y GIuN2B de NMDAR, exponiendolos a concentraciones subtoxicas de este
neurotransmisor por un tiempo determinado, 50 uM y 0.5 horas respectivamente,
dando como resultado que bajo estas condiciones, que el gen GRIN2B tiene una
tendencia a incrementar su expresion en comparacion con el gen GRIN2A.

Palabras clave: Glutamato, Hipocampo, Receptor N-metil-D-aspartato, subunidad
GIuN2A, subunidad GIuN2B.



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AE) is the most common form of adult dementia. Dementia is
associated with the progressive deterioration of the upper functions, characterized
then by memory loss and other cognitive functions such as speech, language,
reasoning, judgment and thought. The alteration of these functions interferes with
the accomplishment of daily activities. The most important histological markers of
EA are B-amyloid plaques that are aggregates generated in an extracellular way
and neurofibrillary tangles (NFT), which are intracellular aggregates of the
hyperphosphorylated tau protein. However, these are not the only pathological
events that occur in the disease.

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter of the CNS and is also the most
abundant. It is involved in many functions of the brain, including cognition, synaptic
plasticity and the formation of memory dependent on long-term potentiation (LTP).
These functions are affected by high concentrations of this neurotransmitter due to
a disturbance in its equilibrium homeostatic generating an excytotoxic effect.
Excytoxicity generates neuronal death and affects synaptic plasticity, which
contributes to the development of the pathophysiology present in the AE.

For this reason, this project evaluated whether high concentrations of glutamate
had an excitotoxic effect on hippocampal neurons. For this, the expression of the
GRIN2A and GRIN2B genes encoding the GIuUN2A and GIuN2B subunits of
NMDAR was analyzed, exposing them to subtoxic concentrations of this
neurotransmitter for a determined time, 50 uM and 0.5 hours respectively, resulting
in that under these conditions, the GRIN2B gene has a tendency to increase its
expression compared to the GRIN2A gene.

Keywords: glutamate, hippocampus, N-methyl-D-aspartate Receptor, subunit
GIluN2A, subunit GIuN2B.
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1. INTRODUCCION

La EA puede definirse como un padecimiento neurodegenerativo del SNC y esta
caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones cerebrales superiores
(Guimera et al., 2002). Esta enfermedad se ha convertido en un problema muy
grande de salud publica en todo el mundo, siendo una de las enfermedades con
mayor impacto social y econémico para los grupos familiares.

La Organizacién Mundial de la Salud ha establecido que en todo el mundo existen
47,5 millones de personas que padecen demencia y cada afno se registran
7,7 millones de casos nuevos (OMS, 2010). La supervivencia media de esta
enfermedad desde el diagndstico hasta la muerte es de 10.3 anos, dependiendo
de los cuidados recibidos y de que tan rapido avanzan los diversos procesos
patolégicos en el paciente (Barrera- ocampo, 2017).

La fisiopatologia de la EA es compleja y esta asociada a varios mecanismos, uno
de ellos es la excitotoxicidad inducida por glutamato, que es el principal
neurotransmisor del SNC. Los receptores de glutamato estan distribuidos por todo
el sistema nervioso, encargandose de la gran mayoria de transmisiones sinapticas
excitatorias en el cerebro y la médula espinal, entre ellos se encuentran los
NMDAR que son clasificados como receptores ionotrépicos (Marco et al., 2011).
Bajo condiciones fisiolégicas normales, los NMDAR sinapticos (NMDARs) son
mas activos, pero en episodios patolégicos como la EA se reduce la actividad de
estos y se aumenta la actividad en lugares extrasinapticos (NMDARe) (Lau et al.,
2007).

Actualmente, no existe claridad completa sobre los mecanismos moleculares que
conlleva esta enfermedad y el papel que tiene el glutamato sobre la sobreexitacion
de los NMDAR. Por ello, se analizé la expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B
que codifican las subunidades GIuN2A y GIuN2B de NMDAR, con el fin de
identificar si existe alguna variacion de expresion génica en el hipocampo cuando
se exponen a concentraciones elevadas de glutamato.
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2. DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1. Planteamiento y justificacion del problema

La Organizacion Mundial de la Salud ha establecido que en todo el mundo existen
47,5 millones de personas que padecen demencia, y cada afo se registran
7,7 millones de casos nuevos (OMS, 2010). La EA es la forma de demencia mas
comun, ya que se estima que representa entre el 60% y el 80% de los casos. Esta
enfermedad, esta caracterizada por un deterioro cognitivo leve en la etapa
temprana de la enfermedad, causada por una neurodegeneracion progresiva la
cual evoluciona y culmina con la muerte. La supervivencia media de esta
enfermedad desde el diagndstico hasta la muerte es de 10.3 afios, dependiendo
de los cuidados recibidos y de que tan rapido avanzan los diversos procesos
patolégicos en el paciente (Barrera- ocampo, 2017).

En esta enfermedad existen dos variantes; una es de herencia autosémica
dominante, conocida como EA familiar (EAF) , esta caracterizada por presentar un
inicio temprano y un desarrollo en personas menores de 65 afos de edad,
ademas presenta una prevalencia del 5%. Por otro lado, la EA esporadica (EAE)
no tiene un patron de herencia, se presenta en personas mayores de los 65 afios
y representa una mayor prevalencia correspondiente al 95% (Barrera- ocampo,
2017).

Son muchos los factores implicados en la EA, sin embargo, la mayoria de los
casos han sido diagnosticados en pacientes de edad avanzada, por encima de los
60 anos (Moisés De La Serna, 2015), afectando al 2% de la poblacion mayor de
65 anos y al 25% de la poblacién mayor de 90 afios (ciencias medicas y nutricién
Salvador Zubiran, 2008). Por consiguiente, el principal factor de riesgo de la EA es
la edad (Querfurth et al.,2010).

El informe mundial sobre la EA del 2009, estimo que 35,6 millones de personas en
todo el mundo padecerian de demencia en 2010 y que cada 20 afios se duplicaria
esta cifra hasta llegar a los 65,7 millones en 2030 y los 115,4 millones en 2050
(Honyashiki., 2009). En el informe mundial sobre Alzheimer de 2015 hubo un
aumento de un 12%-13% mas que en el 2009, se estimé que 46.8 millones de
personas tenian demencia y se espera que esta cifra se duplique cada 20 anos,
alcanzando los 74.7 millones en el 2030 y los 131.5 millones en el 2050 (Martin,
2015). Por esta razén, la demencia es uno de los problemas mas impactantes a
nivel mundial y evidentemente va aumentando paulatinamente a medida que la
poblacién mundial envejece (OMS, 2010).
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Hasta el momento no existe cura alguna o un tratamiento eficiente que modifique
la progresion del deterioro neuronal causado por la EA. No obstante, la FDA (Food
and Drug Administration, EE.UU.) (Cabrera et al., 2014) y la EMEA (Agencia
Europea de Medicamentos) ha aprobado algunos medicamentos para el
tratamiento sintomatico de la EA, entre ellos estan: los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (donepecilo, rivastigmina y galantamina) y el antagonista de los
NMDAR (memantina). Los primeros han demostrado una mejoria clinica sobre el
comportamiento, la cognicién, y actividades de la vida diaria, aunque con un bajo
efecto. Por otro lado, la memantina se ha utilizado en la enfermedad moderada-
severa, mostrando una pequefia mejoria en las actividades de la vida diaria.
Ambos son bien tolerados (Llanero et al.,2011).

La EA se ha convertido en un problema muy grande de salud publica en todo el
mundo y ademas es una de las enfermedades con mayor impacto social y
econdmico para los grupos familiares, el sistema de salud y lo mas importante
para las personas que la padecen disminuyendo su calidad de vida (Sanchez et
al., 2010). Todas las cifras mencionadas, entre otras, apuntan a que la EA sera
una potente pandemia en el siglo XXI por lo que es un campo de investigacion que
ha recibido mucha atencion (Folch et al., 2015).

Muchas funciones del cerebro, entre ellas la cognicion y la memoria, se ven
afectadas por elevadas concentraciones de glutamato. Varias investigaciones
indican que elevadas concentraciones de este neurotransmisor del SNC, tiene un
efecto excitotéxico generando muerte neuronal y afectando la plasticidad
sinaptica. El NMDAR, es un receptor ionotrépico controlado por el glutamato que
media la neurotransmision rapida excitatoria y desempena un papel fundamental
en la plasticidad sinaptica, especialmente en la potenciacion a largo plazo (LTP)
que al parecer es uno de los mecanismos a través de los cuales se forma la
memoria (Havekes et al., 2009).

Este proyecto podra contribuir a la investigacién cientifica generando nuevo
conocimiento acerca de mecanismos moleculares relacionados con los NMDAR,
especificamente estableciendo si concentraciones elevadas de glutamato tienen
efecto excitotéxico sobre neuronas hipocampales de rata y como este
neurotransmisor se ve involucrado en la vulnerabilidad de neuronas de esta regién
del cerebro. Para esto, se analizara la expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B
que codifican las subunidades GIuN2A y GIuN2B de NMDAR con el fin de
identificar si existe alguna variacién de expresién génica en el hipocampo. El
estudio de estos mecanismos permitira conocer mejor la EA y asi disefiar
estrategias terapéuticas que mejoren la calidad de vida de los pacientes que la
padecen.

13



2.2. Marco Teérico y estado del arte

2.2.1. La Enfermedad de Alzheimer:

La EA puede definirse como un padecimiento neurodegenerativo del sistema
nervioso central y esta caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones
cerebrales superiores (Guimera et al., 2002), ademas es la forma mas frecuente
de demencia de inicio en el adulto (Alzheimer Association, 2016). La demencia
estd asociada al deterioro progresivo de las funciones superiores,
caracterizandose entonces por la pérdida de la memoria y otras funciones
cognitivas como el habla, el lenguaje, el razonamiento, el juicio y el pensamiento.
La alteracion de estas funciones interfiere con la realizacion de actividades
cotidianas (Martin, 2015).

La EA se presenta en varias etapas, comienza con una fase asintomatica
preclinica, luego continda con una fase de deterioro cognitivo leve y finaliza en la
demencia (Budson et al., 2011). Sin embargo, esta ultima presenta a su vez tres
etapas que traerdan cambios en la vida de la persona y de su familia: la etapa
temprana o “fase inicial”, la etapa media y la etapa tardia o “avanzada”. La primera
se refiere a las personas de cualquier edad que tienen un leve deterioro, los
sintomas mas comunes incluyen falta de memoria, dificultades de comunicacion, y
los cambios en el estado de animo y el comportamiento, en esta etapa las
personas conservan muchas de sus capacidades funcionales y requieren un
minimo de ayuda. La segunda etapa, aporta un mayor deterioro de las
capacidades cognitivas y funcionales de la persona, tales como la memoria y otras
habilidades cognitivas seguiran deteriorandose, a pesar de que el paciente todavia
puede tener un cierto conocimiento de su condicion. En la tercera etapa, la
persona se vuelve incapaz de comunicarse verbalmente o cuidar de si mismos,
por lo tanto requiere de atencién las 24 horas (Canada Society, 2016).

La EA presenta caracteristicas patoldégicas tanto macroscépicas como
microscopicas, que son tipicas de la enfermedad. Dentro de las primeras, se
encuentra la reduccion de la masa cerebral, la atrofia de los l6bulos temporal,
frontal y parietal, asi como del hipocampo, y el incremento del sistema ventricular.
En las segundas, se presentan la formacion de placas seniles, ovillos
neurofibrilares, la pérdida selectiva de las neuronas, la transmision sinaptica, y un
incremento en el numero y actividad de los astrocitos (Budson et al., 2011).

El principal factor de riesgo que predispone a la poblacion al desarrollo de la EA es
la edad. Sin embargo, otros factores como la historia familiar, ser mujer, los
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accidentes cerebrovasculares, los niveles elevados de homocisteina en plasma y
otros factores de riesgo de enfermedad cerebrovascular, la depresion de inicio
tardio, y la herencia de ciertas formas alélicas del gen que codifica la
apolipoproteina E, han sido relacionados con el desarrollo de esta enfermedad
(Budson et al., 2011).

2.2.2. El hipocampo en la EA:

El hipocampo es la parte del cerebro encargada del aprendizaje, la memoria y el
procesamiento espacial. En la EA el hipocampo es una de las primeras partes
que se ve afectada, generando cambios en mecanismos moleculares importantes
de la plasticidad sinaptica y la formacién de la memoria dependiente de LTP.

El hipocampo se divide en dos regiones principales: el giro dentado (DG),
compuesto principalmente por células granulares, y el cuerno de Amén, formado
por neuronas piramidales excitatorias que puede dividirse en sub-regiones CA1,
CA2 y CA3. Cada una de estas poblaciones neuronales se puede distinguir en
base a la morfologia, la conectividad y las propiedades electrofisiolégicas. Las
neuronas excitatorias en cada subregidén del hipocampo son también
molecularmente distintas (Barrera- ocampo, 2017).

2.2.3. Excitotoxicidad del glutamato en EA:

La excitotoxicidad esta vinculada a varios trastornos neurodegenerativos, entre
ellos la EA. Este proceso se lleva a cabo debido a la sobreexcitacion causada por
glutamato. Cuando esto ocurre se promueve el fallo de la enzima sodio-potasio
ATPasa de la membrana plasmatica, la inversion del funcionamiento de los
transportadores de glutamato, y el final de la conversiéon glutamato-glutamina en
los astrocitos. Estos fendmenos provocan el aumento de glutamato en el medio
extracelular, generando la sobreactivacién de receptores ionotrépicos con
entrada de sodio, potasio y calcio, en consecuencia a esto se da una
despolarizacion prolongada de la neurona lesionada, la liberacién del glutamato
vesicular, la estimulacion de canales de calcio voltaje-dependientes y NMDAR, el
mayor ingreso de calcio en la neurona y la movilizacion de sus depdsitos
celulares. La falla de todos esos procesos genera una acumulacion excesiva de
glutamato fuera de la célula y calcio dentro de ella, con lo que se inicia un proceso
téxico que puede propagarse y perpetuarse. La presencia de calcio en las células
es necesaria para muchas funciones, pero cantidades excesivas pueden provocar
dafos neuronales. Se han identificado dos componentes en la toxicidad inducida
por glutamato. El efecto mas precoz, reversible, es el edema celular, resultante de
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la acumulacién de sodio, cloro y agua, y el segundo, mas tardio, la degeneracion y
muerte neuronal causadas por sobrecarga de calcio intracelular, secundaria a la
activaciéon de receptores ionotropicos, principalmente NMDAR (Gazulla et al.,
2006).

Investigaciones recientes han postulado que la muerte neuronal selectiva en la EA
esta involucrada directamente con la sobre activacion de los NMDAR, ya que
estimula la produccion del péptido A (Ap). El exceso de AP deriva en
neurotoxicidad por estrés oxidativo. La depresién sinaptica por la excesiva
cantidad del péptido Ap puede contribuir al deterioro cognitivo durante la EA
temprana (Butterfield et al., 2003).

2.2.4. Glutamato y NMDAR

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, se encarga de
muchas funciones del cerebro entre ellas la cognicion, la plasticidad sinaptica y la
formacion de la memoria dependiente de LTP. El glutamato puede ser sintetizado
a través del ciclo de Krebs o ser reciclado por el ciclo astrocito-neuronal,
glutamato-glutamina. En el ciclo glutamato-glutamina, el glutamato después de
ser liberado presinapticamente es absorbido por astrocitos circundantes, donde
se convierte en glutamina, un aminoacido no neuroexcitatorio, y se transfiere a las
neuronas para su conversion en glutamato. Posteriormente, el glutamato se
empaqueta en vesiculas sinapticas por transportadores de glutamato vesicular
(vGLUT) (Rudy et al., 2015), este proceso es dependiente de ATP y magnesio.
Tras su encapsulacion, se promueve la liberacién de glutamato en la sinapsis a
través de un mecanismo dependiente de la concentracion intracelular de calcio
mediante un proceso de exocitosis, para interactuar con sus receptores
especificos (Flores-Soto et al., 2012).

Los receptores de glutamato estan distribuidos por todo el sistema nervioso,
encargandose de la gran mayoria de transmisiones sinapticas excitatorias en el
cerebro y la médula espinal, estos se clasifican en ionotrdpicos y metabotrépicos.
Los primeros estan involucrados en la neurotransmisién rapida en el SNC, y en
funcién de su agonista activador pueden clasificarse en tres tipos: receptores
NMDA (acido N-metil-D-aspartico), receptores AMPA (acido a- amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropidnico) y receptores de kainato. Los receptores ionotropicos
forman canales catidnicos que permiten el paso selectivo de iones como sodio,
potasio 6 calcio, produciendo finalmente la despolarizacion de la neurona (Marco
et al., 2011). Por otro lado, los receptores metabotropicos, estan acoplados a
proteinas G y se dividen en tres grupos, segun la combinacién de subunidades,
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ademas son capaces de modular la actividad de segundos mensajeros celulares,
como fosfatidilinositol y nucleétidos ciclicos (Gazulla et al., 2006)
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Figura 1. Sinapsis de glutamato. En la neurona presinaptica, la glutamina (GIn) se convierte en
glutamato (Glu) por glutaminasa y es encapsulado en vesiculas sinapticas por el transportador de
glutamato vesicular (VGLUT). Proteinas complejas como SNARE median la fusién de vesiculas
con la membrana presinaptica. Tras la liberacién en el espacio extracelular, el glutamato se une a
sus receptores especificos. El glutamato es eliminado del espacio sinaptico a través de
transportadores de aminoacidos excitadores (EAATSs) en astrocitos vecinos (GLAST y GLT-1) y, en
menor medida, en neuronas (EAAT3). El glutamato se convierte en glutamina por glutamina
sintetasa dentro del astrocito antes de ser transportado a neuronas presinapticas, completando asi
el ciclo glutamato-glutamina. Tomado de: (Rudy et al., 2015).

Los NMDAR son fundamentales en la regulacién de la funcién sinaptica en el
SNC, ya que, tienen un papel importante en la mediacién de plasticidad sinaptica
y neuronal. Son canales heteroméricos compuestos por subunidades que se
ensamblan en el reticulo endoplasmico para formar receptores funcionales con
diferentes factores fisioldgicos y farmacolégicos, este siempre requiere de
glutamato y glicina para su activacion y para poder permitir el paso de iones de
calcio a través del canal idnico. Las subunidades que lo componen son GIluN1,
GIuN2A-D y GIUN3A-B. Aunque la mayoria de los NMDAR estan compuestos por
las subunidades GIUN1/GIuNZ2, este proyecto de investigacidon se va a centrar en el
estudio de las subunidades GIuN2A y GIuN2B. En el prosencéfalo las subunidades
GIuN2A y GIuN2B son las mas abundantes. Durante el desarrollo postnatal se
producen cambios de expresion de GIuN2A en comparacion con GIuN2B,
investigaciones recientes indican que esto se debe a la actividad cortical y las
cascadas intracelulares. En la corteza de roedores adultos predominan los
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GIuN2A en lugares sinapticos mientras que los GIuN2B lo hacen en lugares
extrasinapticos. La subunidad GIUN2A tiene una cinética rapida, los receptores
que la contienen se encuentran ligeramente abiertos pero se abren
completamente una vez se libera el glutamato, mientras que la subunidad
GIuN2B, confiere una cinética al canal mas lenta, presentan baja probabilidad de
apertura, tienen una alta afinidad por el glutamato y una alta permeabilidad al
calcio (Ref). Los NMDAR mas activos bajo condiciones fisiolégicas son los
NMDAR sinapticos (NMDARs), pero en episodios patolégicos como la EA se
reduce la actividad de estos y se aumenta la actividad en lugares extrasinapticos
(NMDARe). Los NMDARe comprometen el potencial de membrana mitocondrial,
promueven una sobrecarga de calcio y favorecen la hiperfosforilacion de tau,
contribuyendo asi al proceso de neurodegeneracion (Lau et al., 2007).
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Figura 2. Complejo de senalizacion NMDAR macromolecular en las sinapsis excitatorias. a)
Micrografia electronica mostrando la localizacion de las subunidades GIuN2A en la densidad
postsinaptica (PSD) en espinas dendriticas (S) en la subregién CA1de el hipocampo. La flecha en
la imagen indica moléculas de GIuN2A marcadas con particulas de oro. b) Los NMDAR sinapticos
y AMPAR estan ubicados en el PSD (zona gris) donde se encuentran organizados
estructuralmente y comprende grandes complejos de andamios y proteinas adaptadoras. Los
compuestos predominantes en la sinapsis madura son los NMDAR conformados por GIuN1/
GIuN2A o GIuN1/GIuN2A/GIuN2B, estas subunidades que estan asociadas con las proteinas de
soporte PSD de 95 kDa (PSD-95) y proteina asociada con la sinapsis de 102 kDa (SAP-102).
Estas proteinas de soporte son importantes en la regulacion del numero NMDAR vy la funcién en
los sitios sinapticos. Tomado de: (Lau et al., 2007).

El péptido Ap tiene una estrecha relacién con los NMDAR desajustando el
balance de NMDARs y NMDARe a nivel postsinaptico. EI Ap genera la
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internalizacion de NMDARs a través de la activacién de la proteina fosfatasa 2B
(PP2B) y aumenta la endocitosis de estos generando una disminucion de la
expresion génica de supervivencia celular. EI AB aumenta la proporcién de
NMDARe y reduce NMDARs. En estudios recientes se ha observado que los
NMDARe tienen una relacioén directa en la patogénesis de la EA, pues su excesiva
estimulaciéon aumenta la produccion de Af (Lau et al., 2007) y (Mené, 2014).
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo general
Determinar si la exposicion al glutamato produce cambios en la expresion de los

genes que codifican las subunidades GIuN2A y GluN2B del receptor de NMDA en
neuronas hipocampales de rata.

2.3.2. Objetivos especificos
» Estandarizar las concentraciones excitotoxicas de glutamato y el tiempo

necesario para inducir la muerte celular en cultivos primarios de neuronas
hipocampales de rata.

* Determinar las condiciones 6ptimas para la deteccidén de los genes GRIN2A
y GRIN2B mediante RT-PCR.

* Determinar la expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B con las
concentraciones de glutamato estandarizadas.
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2.4. METODOLOGIA

2.4.1. Cultivos primarios de neuronas hipocampales

Los cultivos que se realizaron corresponden a cultivos primarios de neuronas
hipocampales de rata. Para esto, se sacrificaron ratas recién nacidas (dia
postnatal PO a P2). Posteriormente se hizo una fractura al craneo con el propésito
de extraer el cerebro, e inmediatamente se colocaron en un medio de diseccion
frio que ayudo a prevenir la muerte celular de las neuronas mientras se diseco el
hipocampo.

Las células se separaron del tejido y de la agregacion entre ellas mismas, para lo
cual se utilizo DNAsa (0,1 mg/mL) y tripsina (0.25%). Después se realizo el cultivo,
para lo cual se colocaron las células en platos tratados con poli-L-lisina (1 mg/mL)
para promover la adhesion celular, y se siembraron en medio minimo esencial
(MEM). Este ademas contenia glucosa (20 mM) como fuente de carbohidratos,
piruvato de sodio (1 mM) y suero fetal bovino (10%).

El MEM se reemplazo a las cuatro horas de haber sembrado las neuronas con
medio neurobasal suplementado con B27 (1X) y con glutamina (1 mM). Este
proceso se realizo tres veces a la semana.

2.4.2. Induccién de excitotoxicidad con glutamato

Las neuronas (2 x 10° células) se sembraron en platos de 96 pozos y después de
8 dias in vitro, se trataron con vehiculo (HBSS) y glutamato a diferentes
concentraciones (5, 50 y 500 uM) incubandolas durante un tiempo establecido
(0.5 -2h) a 37°C y 5% de CO,. Después de este tiempo se retiro el tratamiento y
se adicion6 nuevamente medio neurobasal suplementado.

2.4.3. Evaluacion de la viabilidad celular con MTT

Al dia siguiente del tratamiento con glutamato, se adiciono a los cultivos MTT (0,5
mg/mL), el cual es un tetrazol de color amarillo que se convierte en un formazan
de color morado cuando las células son viables. Tras la adicion, se incubarén los
platos por cuatro horas a 37°C. Una vez realizada la incubacién, se adiciono 50 uL
de DMSO (100%) que se usé para disolver los cristales de formazan que se
encontraban dentro de las células. Finalmente, se midio la absorbancia a 570 nm
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para determinar la viabilidad celular y se comparo con un control que contenia
Triton X-100 (0.1%) que produjo muerte celular disolviendo las membranas.

2.4.4. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Las neuronas hipocampales se sembraron en platos de 6 pozos y después de 8
dias in vitro se trataron con el glutamato a la concentracion y tiempo determinados
en el ensayo de excitotoxicidad. Al dia siguiente del tratamiento, se realizo la
extraccion de RNA empleando el kit E.Z.N.A Total RNA (Omega BioTek) y se
siguio el protocolo descrito por el fabricante para efectuar este procedimiento en
células en cultivo.

Se tomaron aproximadamente de 1 x 10° células previamente tripsinizadas y se
agregaron a un tubo de 1,5 mL para su lisis con 700 pL del buffer de lisis TRK. Se
centrifugo a 10.000 x g durante 1 minuto. posteriormente, se aplico la muestra a
una columna de RNA HiBind para luego centrifugar a 10.000 x g por 30 segundos.
El lavado se realizo con 500 pyL de buffer de lavado (RNA Wash Buffer II)
pipeteando directamente sobre la columna, luego se centrifugo nuevamente a
10.000 x g durante 30 segundos, se descarto el sobrenadante. Se transfierio la
columna a un tubo de 1,5 mL limpio y se le adiciono agua libre de nucleasas, se
centrifugo a 13.000 x g por 2 minutos. La muestra se almaceno a -80°C 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 ug de oligo(dt) y
agua, se incubaron a 70°C por 5 minutos y luego se colocaron en hielo por otros 5
minutos. A continuacién, se tomaron 5 L y se adicionan a la mezcla descrita en la
tabla 1.

Tabla 1. Condiciones para la sintesis de cDNA.

RT-PCR[ If 1 Muestra (ulL)
GS 1X Buffer 4,0
MgCl, (2,0 mM) 1,6
dNTPs (0,5 mM) 1,0
GS Rev Trans 1,0
H.O 7,4
Total 15,0
RNA 5,0
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2.4.5. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se tomaron 60 ng de cDNA sintetizado previamente y se adiciono 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 a 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 realiz6 el analisis densitométrico.

Tabla 2. Condiciones para la PCR.

PCR 1 Muestra (ulL)
Buffer 10X 2,0
10 mM dNTPs 0,4
25 mM MgCI2 1,5
Fprimer 0,4
Rprimer 0,4
Taq 03
H20 14,0
Total 19,0
Muestra 1,0

Tabla 3. Primers a utilizar en la PCR.

Proteina Primer Secuencia (5°...3%) Longitud (pb) | Tm (°C)
GIluN2A Grin2a 2F | ATACCGGCAGAACTCCACAC 20 60.00
GIluN2A Grin2a2R | TCTTGCTGTCCTCCAGACCT 20 59.99
GluN2B Grin2b 1F | CTGTACGACATCAGCGAGGA 20 60.01
GluN2B Grin2b 1R | GTTGGCAAAGGAGCTCTCAC 20 60.00
plll-Tubulina TUBB31F | TGAGGCCTCCTCTCACAAGT 20 59.99
plll-Tubulina TUBB3 1R | TGCAGGCAGTCACAATTCTC 20 59.99

2.4.6. Densitometria y analisis estadistico
A partir de las fotografias de los geles se determino la intensidad de las bandas y

esta se cuantifico con el programa ImagedJ (NIH). Los valores de intensidad de
cada gen se normalizaron con los valores de intensidad del gen de expresion
constitutiva (llI-Tubulina).
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Para el ensayo de excitotoxicidad se realizé 1 cultivo (empleando 2 animales) con
8 réplicas en cada tratamiento. Los valores de densitometria de cada muestra
fueron empleados para calcular el promedio y la desviacion estandar de cada
tratamiento. Mediante la prueba de Shapiro-Wilk se determiné que los datos tenian
una distribucion normal, por lo tanto se aplicé una ANOVA con una pruebas post-
hoc de Dunnett para determinar si existian diferencias entre los tratamientos y el
vehiculo. Para establecer si las diferencias eran estadisticamente significativas, se
asumidé un intervalo de confianza del 95% y una p<0.05. Para los andlisis de
expresion de genes se realizé 1 cultivo (empleando 4 animales) con 3 réplicas en
cada tratamiento. Los valores de densitometria de cada muestra fueron
empleados para calcular el promedio y la desviacién estandar de cada tratamiento.
Se hizo una prueba no paramétrica de Wilcoxon y se asumid que habia
significancia estadistica cuando p<0.05.

Ver Anexo 3. Matriz de Marco Légico.
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2.5. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante el proyecto de
investigacion.

En primer lugar, se llevo a cabo el ensayo de excitotoxicidad con glutamato a
diferentes concentraciones (figura 3). Para esto, las neuronas fueron sembradas
en platos de 96 pozos y después de 8 dias in vitro fueron tratadas con vehiculo o
glutamato (5 uM, 50 pM y 500 pM ) por 0.5 h y 2.0 h. Después de este tiempo se
retiro el tratamiento y se adiciono medio neurobasal suplementado. Las células
tratadas con Triton X-100 0.1% y las no tratadas fueron usadas como control
negativo y positivo, respectivamente. Después de 24 h se llevé a cabo el ensayo
de viabilidad celular con MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). Para esto, se adicioné medio fresco y 10 uL de la solucién de MTT
(12 mM). Posteriormente, Las células se incubaron a 37°C por 4.0 h, y luego, se
retir6 85 yL de medio y se agregd 50 uL de DMSO. Finalmente, las células se
incubaron nuevamente a 37°C por 10 min y luego se midié la absorbancia en un
lector de platos a 570 nm.
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Figura 3. Ensayo de excitotoxicidad por glutamato y evaluacion de la viabilidad celular. (A)
Ensayo de viabilidad celular con MTT a 37°C (B) Histograma que representa la viabilidad celular
después del tratamiento con glutamato por 0.5 horas (C) Histograma que representa la viabilidad
celular después del tratamiento con glutamato por 2.0 horas.
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En la Figura 3A, se puede observar el ensayo de viabilidad celular. Los resultados
reflejan que la exposicion de las neuronas hipocampales a diferentes
concentraciones de glutamato durante 2.0 horas redujo la viabilidad de las células
comparado con el mismo tratamiento llevado a cabo durante 0.5 horas. En la
figura 3B,C, se observan los resultados obtenidos a partir de las mediciones de
absorbancia.

El ANOVA mostré que, el resultado para 0.5 horas obtuvo un valor p=0,1117, lo
que indica que no existen diferencias significativas entre la absorbancia de los
tratamientos y el vehiculo. En contraste, el tratamiento de 2.0 horas si mostro
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos evaluados ya que el
valor p=0.0009. De acuerdo con la prueba de Dunnett, se encontro que durante
0.5 horas de exposicion (Vehiculo vs. Glu 5 yM: p=0,8323; Vehiculo vs. Glu 50
MM: p= 0,6922; Vehiculo vs. Glu 500uM: p=0,5698), no existia diferencias
significativas entre la absorbancia del vehiculo y de Ilos tratamientos.
simultaneamente, durante 2 horas, (Vehiculo vs. Glu 5 uM: p=0,0622; Vehiculo vs.
Glu 50 uM: p=0,9846; Vehiculo vs. Glu 500uM: p=0,386) tampoco se encontro
diferencias entre la absorbancia de los tratamientos y el vehiculo. Sin embargo, en
la figura 3 A,B, se evidencia que el tratamiento con 500uM obtuvo menor
absorbancia que el vehiculo, por lo tanto a esta concentracion empieza a
presentarse muerte celular.

En segundo lugar, se procedio a realizar la estandarizacion de los primers, para
esto se llevd acabo la amplificacion de los genes de estudio mediante PCR,
aplicando un gradiente para determinar la temperatura de alineamiento 6ptima
(figuras 4A-D). En la figura 4D se muestra la electroforesis que confirma el
resultado del proceso de estandarizacién de las condiciones de amplificacion de
cada gen. El rango de temperatura que se utilizo para el gen GRIN2A, GRIN2B y
BllI-Tubulina fue de 55°C a 65°C. La banda mas limpia, es decir sin
amplificaciones inespecificas, se mostré a la temperatura de 61.3°C para el gen
GRIN2A, 65.0°C para GRIN2B y 57.0°C para BllI-Tubulina. Por esta razoén, se
tomaron estas como las temperaturas de estandarizacion de los primers.
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Figura 4. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los genes GRIN2A, GRIN2B
y BllII-Tubulina. Electroforesis en geles de agarosa al 1.2%, corridos con un voltaje de 120 V
durante 100 min A) electroforesis a partir de las cuales se obtuvo la temperatura 6ptima de
alineamiento del gen GRIN2A. B) electroforesis a partir de las cuales se obtuvo la temperatura
optima de alineamiento del gen GRIN2B. C) electroforesis a partir de las cuales se obtuvo la
temperatura optima de alineamiento de BllI-Tubulina. D) electroforesis en gel de agarosa que reune
los resultados del proceso de estandarizacion.

Teniendo estas condiciones se procedio al andlisis de los genes de estudio, para
esto, se llevé a cabo la amplificacion de cada uno de los genes mencionados
anteriormente y mediante un analisis densitométrico (Image J) se determinaron
los niveles de expresion relativa de cada gen (Figura 5). Estos valores fueron
posteriormente normalizados con respecto a los niveles de expresion del gen
constitutivo BlII-Tubulina.
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Figura 5. Expresion de los genes de estudio en cultivos primarios de neuronas
hipocampales de rata con el tiempo y la concentracion de glutamato estandarizada. A)
imagenes representativas de las electroforesis en gel de agarosa realizadas para la determinacion
semicuantitativa de la expresiéon de los genes en neuronas hipocampales. B) Histograma que
permiten evidenciar la tendencia de expresiéon del gen GRIN2A en cultivos neuronales de
hipocampo de rata. C) Histograma que permiten evidenciar la tendencia de expresion del gen
GRIN2B en cultivos neuronales de hipocampo de rata.

En los resultados de la Figura 5A y B, se puede evidenciar que el gen GRIN2B
tiende a tener un mayor nivel de expresién en comparaciéon con el gen GRIN2A,
en el tiempo y las concentraciones de glutamato evaluadas, 0.5 horas y 50 uyM
respectivamente. El analisis estadistico reveld que no existen diferencias
estadiscamente significativas en la expresion del gen GRIN2A cuando se
comparan los datos obtenidos a partir de los controles y los tratamientos (p=0,5).
Sin embargo, la expresion de este gen muestra una tendencia a disminuir con las
condiciones de estudio (Figura 5A y B). El analisis estadistico de la expresion del
gen GRIN2B no mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
neuronas tratadas con el vehiculo y con glutamato bajo las condiciones
mencionadas anteriormente (p=0.99). Pero si es posible observar que la expresién
de GRIN2B tiende a incrementarse por el tratamiento con glutamato 50 uM (figura
5Ay C).

28



2.6. DISCUSION

La finalidad de este proyecto era determinar si la exposicion al glutamato produce
cambios en la expresion de los genes que codifican las subunidades GIuN2A y
GIluN2B del receptor de NMDA en neuronas hipocampales de rata, con el fin
de contribuir a la investigacién cientifica acerca de nuevos conocimiento
sobre mecanismos moleculares de muerte neuronal relacionados con dichos
receptores. Para lograr esto, se usé un modelo in vitro de cultivos primarios de
neuronas hipocampales.

Los cultivos fueron expuestos a diferentes concentraciones de glutamato durante
un tiempo determinado y se evalud la viabilidad celular a través de un método
colorimétrico cuantitativo con MTT, el cual consiste en un tetrazol que se reduce
en la mitocondria de las células, dando como resultado una coloracién violeta. En
la figura 3A, se puede evidenciar de manera cualitativa que la mayor proporcién
de muerte celular fue causada por concentraciones de 500 uM a las 2.0 horas de
exposicion con glutamato, puesto que, no hubo formacién de formazan por
alteracion de la actividad mitocondrial de las neuronas. Adicionalmente, se midié la
absorbancia en un lector de platos a 570 nm y se comprob6 los cambios
colorimétricos observados en el plato con las células (Figura 3C).

En este proyecto fue de vital importancia seleccionar una concentracion y
tiempo de exposicion subtéxicos con el fin de evaluar el estrés inducido por el
glutamo sobre las neuronas hipocampales. A concentraciones toxicas, las células
sufririan un proceso necrético que impediria la evaluacién de la expresion de los
genes de interés. Por consiguiente, las condiciones seleccionadas para llevar a
cabo los analisis de expresion fueron 50 uM de glutamato y 0.5 horas de
exposicion.

La exitotoxicidad de glutamato ha sido estudiada desde hace muchos afos,
debido a que es un neurotransmisor excitatorio por excelencia de la corteza
cerebral humana. En un estudio realizado por White y colaboradores en el ano
1996, se evidencio que en neuronas cultivadas, la exposicion por 5 min a
concentraciones de 100 uM de glutamato producia un efecto excitotoxico. Por otro
lado, De acuerdo con la literatura, concentraciones de 500 yM y un tiempo de
exposicion de 30 minutos, genera muerte neuronal diferencial en las diferentes
subregiones del hipocampo (Stanika et al.,2010). Por consiguiente, se puede decir
que las concentraciones y tiempos de glutamato pueden variar y que los
resultados obtenidos se acercan a los resultados publicados por otras
investigaciones.

Una vez establecidas las concentraciones subtéxicas de glutamato, se procedié a

realizar la estandarizacion de los primers de interés para posteriormente llevar a
cabo la amplificacién de los genes GRIN2A y GRIN2B mediante PCR. Para esto
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se aplicé un gradiente de temperatura, con el fin de determinar la temperatura de
alineamiento 6ptima (Figuras 4A, 2B, y 2C).

Finalmente se evaludé la expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B. En este
estudio se esperaba identificar si existia alguna variacién de expresién génica
cuando los cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata eran expuestos
a las concentraciones de glutamato determinadas. Al evaluar la expresion de
estos dos genes, con 50 uM de glutamato y 0.5 horas de exposicion, se encontrd
que el gen GRIN2B no se reduce en comparacion con el gen GRIN2A (Figura
5,B,C). Sin embargo, estadisticamente no se encontraron diferencias significativas.

La reduccion significativa de los recepetores sinapticos que contiene las
subunidades GIUN2A se apoya con varias revisiones e investigaciones cientificas
relizadas recientemente. Una revision elaborada por Hardingham y colaboradores
del ano 2010, se basa en la senalizacion del receptor NMDA sinaptico versus
extrasinaptico, en donde se menciona que las respuestas inducidas por los
receptores NMDA dependeran en gran medida de la ubicacion del receptor
(Hardingham et al., 2010). Ademas, como se menciond anteriormente, en la EA
los receptores extra-sinapticos (subunidades GIuN2B) se encuentran presentes en
mayor numero en comparacion con los receptores sinapticos (subunidades
GIuN2A), puesto que los segundos tienden a reducirce debido a que se
internalizan para proteger la célula de la excesiva acumulacion por glutamato o por
otros factores dafiinos que se desencadenan en esta enfermedad. Siguiendo con
esta idea, de acuerdo con el trabajo publicado por Esposito y colaboradores en el
afo 2013, cuando los niveles de glutamato se ven aumentados se da la activacion
excesiva de los receptores NMDA enriquecidos con GIuN2B extra-sinapticos
(codificado por el gen GRIN2B) y sefiala que se ha demostrado que la activacién
excesiva de estos son responsables del deterioro de la plasticidad sinaptica.

Por otro lado, un estudio realizado por Bi y colaboradores, tenia como
finalidad probar la hipotesis de que en la EA se ve alterada la expresion de los
genes de las subunidadades GluN1, GIuN2A y GIuN2B del receptor NMDA,
especialmente en en el hipocampo y la corteza entorrinal de tejido post-
mortem, los niveles de expresion de las subunidades GIuN2A y GIuN2B se
encontraron significativamente reducidos. Sin embargo, la subunidad que se
encontraba menos reducida era la subunidad GIuN2B (Bi et al., 2002). En el
estudio realizado en neuronas hipocampales de rata y en tejido post-mortem, los
resultados de la expresion de los genes es muy similar, por lo tanto esta
investigacion es de gran importancia y puede estar muy cerca al comportamiento
real de la enfermedad de Alzheimer en seres humanos.

Esta teoria apoya a nuestra investigacion, puesto que en nuestros resultados el
gen GRIN2A tuvo una tendencia a reducise mas que el gen GRIN2B,
corroborando entonces que los receptores extra-sinapticos estan en mayor
proporcion cuando hay dafo en la sinapsis neuronal.
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La EA es causada por varios factores que afectan a las neuronas, entre ellos la
excitotoxicidad por glutamato, este proyecto evalué especificamente si la
exposicion a elevadas concentraciones de glutamato produce cambios en la
expresion de los genes que codifican las subunidades GIUN2A y GIuN2B del
receptor de NMDA en neuronas hipocampales de rata. Se obtuvo como resultado
que la subunidad que mas se vio afectada fue la GIuN2b codificada por el gen
GRIN2B.

Los resultados obtenidos estan muy cercanos con varias investigaciones y
revisiones que evaluan como la expresion de genes se ve afectada en
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, la expresion de los genes puede
variar, debido a condiciones ambientales y a diferentes factores que sean
responsables del dafio neuronal, por esta razéon es de gran importancia para la
investigacion, estandarizar las condiciones con las que se va a trabajar y abarcar
todos los mecanismos moleculares que se desencadenan en la EA.
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2.7. CONCLUSIONES

Se estableciéo que la concentracion de glutamato y el tiempo necesario para
inducir la muerte celular en cultivos primarios de neuronas hipocampales de
rata es 50 uM y 0.5 horas, respectivamente.

Se determind que las temperaturas de alineamiento necesarias para la
amplificacion de los genes GRIN2A y GRIN2B son 61.3°C y 57.0°C,
respectivamente.

Se encontré que la expresion de los genes GRIN2A y GRIN2B no varia con el
tratamiento realizado. Sin embargo, los niveles de expresion del gen GRIN2A
tienden a disminuir y los del gen GRIN2B a aumentar por el tratamiento con
glutamato bajo las condiciones establecidas.
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2.8. RECOMENDACIONES

Continuar relizando mas experimentos para comprobar si la tendencia de la
expresion del gen GRIN2B se ve aumentada bajo condiciones subtoxicas de
glutamato.

Se debe ajustar las condiciones del cuarto de cultivo para evitar contaminaciones
durante la realizacion de la investigacion.

Otra area del cerebro que se podria proponer para la investigacion de la
enfermedad de Alzheimer es la corteza entorrinal, ya que también es una de las
principales areas afectadas en esta enfermedad y tiene relacién estrecha en la red
de la memoria y la orientacién.
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Anexo 2. Matriz de Marco Légico

Objetivos Actividades Supuestos nd Indicadores
Capacitacion Disponibilidad | Cultivos primarios
para realizar los de ratas | hipocampales
cultivos primarios Wistar, realizados.
hipocampales de materiales vy

Estandarizar las rata. espacios para | Efecto de la
concentraciones realizar los | concentracion de
excitotoxicas de Realizacion  de cultivos glutamato en
glutamato y el cultivos primarios primarios neuronas

tiempo necesario
para inducir la
muerte celular en
cultivos primarios
de neuronas
hipocampales de
rata.

hipocampales de
ratas.

Identificar las
concentraciones
excitotdoxicas de
glutamato en
neuronas
hipocampales de
rata.

Evaluar la muerte
celular generada
por la
excitotoxicidad
del glutamato.

Determinar el
tiempo necesario
de exposicion de
glutamato en la
induccion de la
muerte celular.

hipocampales.

Asegurar la
muerte celular
de neuronas
hipocampales
de rata.

hipocampales de
rata
determinado.

Concentracién
optima de
glutamato en
neuronas
hipocampales
para causar
muerte celular
identificada.

Tiempo necesario

para causar
muerte celular
medida.
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Determinar las
condiciones

Optimas para la
deteccion de los
genes GRIN2A vy
GRIN2B mediante

RT-PCR.

Estandarizacion de
las condiciones de
deteccion de los
genes de estudio
mediante PCR.

Realizar RT-PCR de
los genes GRIN2A y
GRIN2B

Electroforesis para
determinar la
temperatura a la cual
se logra amplificar
especificamente el
gen deseado.

Obtencién de
RNA de o6ptima
calidad.

Disponibilidad de
reactivos para
llevar a cabo la
RT-PCR vy la
PCR.

Disponibilidad de
equipos de
electroforesis vy
termociclador.

Cantidad optima
de RNA para la
obtencién de
cDNA de los
genes de interés,
extraida.

Temperatura y
concentraciones

optimas de los
distintos

componentes de
una PCR

establecidas.

primers para los
genes e interés
disenados.

Determinar la
expresion de los
genes Grin2a vy
Grin2b con las
concentraciones
de glutamato
estandarizadas.

Cuantificacion de
los niveles de
expresion de los
genes de interés
cuando los
cultivos han sido
sometidos a las
concentraciones

excitotdxicas de
glutamato.
Analisis de
resultados

Disponibilidad de
las herramientas

necesarias para
el analisis semi-
cuantitativo.

Datos de la
expresion normal
de los genes de
interés sin aplicar
ninguna
concentracion de
glutamato
obtenidos.

Expresion de los
genes tratados
con la
concentracion de
glutamato
estandarizada
determinadas.
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AneXxo 3. Analisis Estadistico

Ensayo de excitotoxicidad para el tratamiento con glutamato durante 0.5
horas y 2.0horas de exposicion.

Prueba de Normalidad Glutamato 0,5 horas

el G N G N I
values

Minimum | 0206 | 0046 | 016 | 0142 | 014 | 0,145 |
| Median | 0,2205 | 00505 | 01865 | 0218 | 0207 | 0,169 |
| Maximum | 0262 | 0069 | 0232 | 0236 | 0261 | 0,197 |
 Mean | 02273 | 0054 | 01913 | 0,2063 | 02116 | 0,1669 |

Std.Error of 0,01237 | 0,005307 | 0,01512 0,01232 0,01874 0,00672
Mean 7
Lower 95% CI 0,1879 0,03711 0,1431 0,1771 0,1657 0,1504
of mean

- ¢ ' ] | |
 Kurtosis | 1,587 1,344 0,1831 -1,694 | 0,1436
(Sum | 0,909 0,216 0,765 1,481 1,168

Shapiro-Wilk normality test

0,434 0,2332 0,7788 0,0664 0,2171 0,7724
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Ensayo de excitotoxicidad para el tratamiento con glutamato durante
2.0horas de exposicion.

Prueba de Normalidad Glutamato 2,0 horas
Number of 4 4 4
values
Minimum | 0,147 -0,008 0,078 0,094 0,034 0,035

Median | 025 | 00045 | 00855 | 01465 | 00705 | 0,058 |

Maximum | 03 | 0021 | 0109 | 0204 | 0,185 | 0,105 |
Mean | 02368 | 00055 | 00845 | 01501 | 0,088 | 0,0623 |

Std. Error of 0,03553 | 0,006225 | 0,006513 0,01575 | 0,01727 | 0,007545
Mean

Lower 95% CI 0,1237 -0,01431 0,07377 0,1129 0,04716 | 0,04453
of mean

I I S R S N R
Kurtosis | 2,044 | 07355 | 02633 | -193 | 1,191 | 1,648 |
Sum | 0047 | 0022 | 0378 | 1201 | 0704 | 0499 |

P value ns ns ns ns ns ns
summary
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Analisis estadisticos del gen GRIN2A'Y GRIN2B.

Table Analyzed
Grin2b

Column B Glutamato (50
uM)

Column A

Wilcoxon matched-pairs signed
rank test

Exact or approximate P value?

Significantly different (P < 0.05)?

Sum of positive, negative ranks

Number of pairs

Median of differences

rs (Spearman)

P value summary
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Table Analyzed
Grin2a

Column B Glutamato (50
M)

Column A

Wilcoxon matched-pairs signed
rank test

Exact or approximate P value?

Significantly different(P<0.05? |  No |

Sum of positive, negative ranks 1,-5

Number of pairs

Median of differences

rs (Spearman)

P value summary
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