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Resumen

RESUMEN

" Alteraciones del sistema glutamatérgico en un modelo de estrés
prenatal”

El estrés experimentado durante la gestacion tiene un gran impacto sobre el
desarrollo del sistema nervioso fetal. Esta situacidn altera la capacidad del organismo
para enfrentar estimulos estresantes y lo hace mas vulnerable a expresar trastornos
comportamentales y neuropsiquiatricos como el desorden de ansiedad, la depresién y
la auto-administracién de drogas. La mayoria de estas alteraciones han sido atribuidas
a desbalances en los sistemas de neurotransmisién del cerebro.

En los mamiferos, el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del
sistema nervioso central y participa en el desarrollo neuronal, en la integraciéon de las
funciones, promueve la plasticidad de las conexiones sindpticas y participa en los
procesos de memoria y aprendizaje. En el sistema glutamatérgico la sintesis de
glutamato, la regulacion de los niveles de los receptores, la funcién de los
transportadores y el control de la funcién sindptica en su conjunto dependen de la
interaccion entre las neuronas y las células gliales. Las alteraciones en el
funcionamiento de los distintos componentes de la sinapsis glutamatérgica han sido
asociadas con el desarrollo de deso6rdenes neuroldgicos como los déficits cognitivos,
las psicosis, desordenes de aprendizaje y memoria, asi como también con la
esquizofrenia. Los estudios retrospectivos y prospectivos con humanos, al igual que
las investigaciones con animales de experimentacion han sefalado que la exposicién
temprana a eventos adversos puede alterar la bioquimica del sistema glutamatérgico,
asi como también el comportamiento de los individuos en la edad adulta. Para evaluar
el efecto del estrés prenatal sobre el metabolismo, la liberacion y la captacion del
glutamato, se sometieron a estrés por inmovilizacién a ratas prefiadas en su Ultima
semana de gestacién. Se extrajo el cerebro de la cria adulta y se utilizaron la corteza
frontal y el hipocampo para medir la sintesis de glutamato, los niveles de los
receptores y de los transportadores del sistema y su funcion. Los resultados de los
ensayos, que se exponen en este trabajo, indicaron que el estrés gestacional afecta
los niveles de expresion de los trasportadores de glutamato en el cerebro de las crias
macho, aumentando la cantidad de vGIuT-1 en la corteza frontal y elevando el ARN
mensajero y la proteina de GLT1 en el hipocampo. Paralelamente se registré en estos

individuos un aumento de la recaptacion de glutamato en la corteza frontal efecto que



Resumen

no se observo en el hipocampo. Estos cambios demuestran que la influencia del estrés
gestacional es especifica para cada area del cerebro y que produce cambios a largo
plazo que alteran el sistema de neurotransmision glutamatérgica.

Palabras claves: estrés prenatal, sistema glutamatérgico, transportadores de

glutamato, ratas Wistar.



Abstract

ABSTRACT

" Impairment of the glutamatergic system in a prenatal stress model”

Prenatal stress exerts a strong impact on fetal brain development in rats
impairing adaptation to stressful conditions, subsequent vulnerability to anxiety, altered
sexual function, and enhanced propensity to self-administer drugs. Most of these
alterations have been attributed to changes in the brain neurotransmitter systems.

Glutamate is the principal excitatory neurotransmitter in the mammalian central
nervous system, participating in the integration of brain function and in synaptic
plasticity, memory and learning processes. The glutamatergic normal function depends
on the interactions between neurons and surrounding astroglia. This relationship is
necessary for the synthesis of the amino acid, the regulation of the receptors and
transporters levels and for the control of synaptic transmission. Due to this particular
characteristic this brain system is considered a tri-partite synapse. Dysfunction of
different components of the glutamatergic system, such as receptors, transporters and
glutamate levels have been associated with development of several neurological
disorders, e.g. cognitive deficits, psychosis, memory and learning problems, and
schizophrenia. Evidences provided by animal research, as well as retrospective and
prospective studies in humans, pointed out that exposure to adverse events in early life
can alter adult behaviors and neurochemical indicators of glutamate activity,
suggesting that the development of the glutamatergic system is sensitive to disruption
by exposure to early stressors. To study the effect of prenatal stress on the glutamate
metabolism, release and uptake pregnant rats were subjected to restrain stress during
the last week of gestation. Brains of the adult offspring were used to assess glutamate
synthesis and levels, as well as expression and function of glutamate receptors and
transporters. While glutamate metabolism was not affected it was found that prenatal
stress changed the expression of the transporters, thus, producing a higher level of
vesicular vGIuT-1 in the frontal cortex and elevated levels of GLT1 protein and
messenger RNA in the hippocampus of adult male prenatally stressed offspring. In
these animals, we also observed increased uptake capacity for glutamate in the frontal
cortex. On the other hand, no such changes were observed in the hippocampus brain
area. The results show that changes mediated by gestational stress on the adult
glutamatergic system are brain region specific. Overall, prenatal stress produces long-

term changes in this system that altered the synaptic transmission of the adult brain.



Abstract

Key words: prenatal stress, glutamatergic system, glutamate transporters, Wistar rat.



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

A todas las personas que me acompafiaron en este camino y que, de

distintas maneras, me ayudaron a llegar hasta aqui, gracias! En especial, muchas

gracias a:

K2
0‘0

7
*

7
*

La Dra. Marta Cristina Antonelli, por haberme recibido en tu laboratorio y
por estar presente en cada pasé de esta tesis. Por abrir, para mi, un montén

de puertas y oportunidades profesionales.

Maria Eugenia Pallares, mi hermana del alma... por ser mi mano derecha,
por contagiarme tu inagotable perseverancia y tu excelencia profesional.
Por tu empuje y tu aliento constantes. Por sostener mi mano en los tiempos
dificiles, por ser mi confidente y por celebrar conmigo los buenos
momentos. Por tu amistad incondicional te voy a estar por siempre

agradecida.

Susana Buglione, por ser una excelente profesional pero por sobre todo, por
tu compafierismo incondicional en cada momento, en cada charla, mi
inagotable intermediaria. Por tu paciencia y tus consejos de madre, por

hacer de este grupo una hermosa familia.

Javier Baier, por ser tan excelente maestro. Por tus infinitas ideas,
soluciones y recomendaciones. Por el aguante y por hacer tan, pero tan
divertido nuestro tiempo en el labo. Por tu amistad y las risas, gracias

amigo!

Maria Rosa Katunar, mi primer compafiera... gracias por tu ayuda y por
compartir conmigo tu experiencia. Por estar junto a mi en esos primeros

experimentos, por tus ensefianzas y por alentarme siempre!

Viviane Link, por tus buenas ideas, por tu alegria y por las charlas

compartidas. Por estar siempre presente, aunque fuese desde lejos.



Agradecimientos

< Los profesionales que brindaron su apoyo para realizar este trabajo:

e A Martin Brahamian, por tu compafierismo y por tanto esfuerzo para
cuidar de nuestros animales. Por tu gran aporte a este estudio,

gracias!

e A todos los integrantes del IQUFIB, por brindarme un espacio de
trabajo durante toda esta tesis. En especial a Rocié y Vicky, por toda

la buena onda y ayuda a lo largo de todo este tiempo.

e A Arne Schousboe, Helle Wagepetersen, Karsen Mansen, Lene Vigh y
Kamilla Pajecka por recibirme en su laboratorio. Por su calidez, su
apoyo y todas las ensefianzas que aportaron a la realizacion de este

trabajo.

e A Marcela Brocco y Melisa Monteleone por su gran colaboracién y

tanta ayuda en los experimentos.

e A Alicia Brusco por darnos un espacio en su instituto y por estar
siempre presente para colaborar con nuestro laboratorio. Y a los
técnicos de microscopia electronica, Sabrina y Carlos, por las horas

de fotos!

e ARicardo Cabrera, Fernando Giulliani y a todos los chicos del labo en
Mendoza, por haberme recibido como una integrante mas del
equipo. Por todo su entusiasmo por ensefiarme y toda la ayuda

prestada para mis experimentos.

e A Mario Herrera Masconavich y a Paola Morales, por recibirme en su

laboratorio y aportar tanta experiencia a mi formacion.

e A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA por mi

formacién en biologia y en el ambito de la ciencia.

\



Agradecimientos

< Mi familia y amigos:

e A José Luis y Norma, mis papds, por su amor y Su apoyo
incondicional. Por educarme para elegir libremente pero
acompafandome en cada paso de mi vida. Por siempre, GRACIAS! A
mis hermanos Mari, Vero y Luis por ser tan buenos compafieros de
vida, por el ejemplo y el amor, por estar siempre a mi lado. A Chacha,
la mejor abuela que pude elegir, por tantos mimos y amor. A Marian,
mi amiga incondicional, por tu apoyo constante y por tantas palabras
de aliento, por tantas horas de charlas y tantas aventuras de vida,
por tanto carifio. A Luke, mi compafiero del alma, por tu fe en mi
desde el primer dia, por animarme siempre a hacer lo que quiero,
por bancarme cada dia, cada momento, por hacerme mejor persona

con tanto amor, gracias por ser mi mejor viaje!

e A Juan, Sol Y Yoyo, por sus consejos y por su amistad. Por tantas
horas de estudio y tantos momentos de apoyo que hicieron posible

que llegara hasta aca.

Vil



INDICE




indice

SINOPSIS
Resumen |
Abstract ]|
AGRADECIMIENTOS \'
iNDICE 1
ABREVIATURAS 4
INTRODUCCION
1. Sistema nervioso 6
1.1. Caracteristicas del sistema nervioso 6
1.2. Componentes del sistema nervioso 8
1.3. Células del sistema nervioso 8
1.3.1. Neuronas 8
1.3.2. Glia 10
1.4. Neurotransmisores 12
1.5. Areas del sistema nervioso 14
1.5.1. Corteza 14
1.5.2. Hipocampo 16
2. Sistema glutamatérgico 18
2.1. El glutamato 18
2.2. Receptores glutamatérgicos 21
2.3. Transportadores de glutamato 24
2.3.1. Transportadores de la vesicula sinaptica 24
2.3.2. Transportadores glutamatérgicos de membrana 25
plasmatica
3. Fisiologia del estrés 29
3.1. Estrés prenatal 33
3.2. El estrés prenatal en estudios con humanos 34
3.3. El estrés prenatal en modelos animales 36
3.3.1. Efectos del estrés gestacional sobre parametros 37
conductuales
3.3.2. Efectos del estrés prenatal sobre la morfologia y 38

funcion del sistema nervioso
OBJETIVOS 42



MATERIALES Y METODOS

1. Materiales utilizados

1.1.
1.2.
1.3.

Drogas y reactivos
Anticuerpos
Equipos

2. Meétodos empleados

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.2.
2.3.
2.3.1.
2.3.2.
2.4.
24.1.

2.4.2.
2.4.3.

2.4.4.

2.5.

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.

Modelos de estrés prenatal

Preparacion de los animales experimentales

Estrés por inmovilizacién
Cromatografia liquida y espectrometria de masa
Método de superfusién

Preparacion de las areas cerebrales
Superfusion

Expresion de proteinas y niveles de ARN mensajero
Western blot

|.  Electroforesis

[I. Marcacién para receptores glutamatérgicos

[ll. Marcacién para glutamina sintetasa

IV. Marcacioén para transportadores glutamatérgicos
Método de Bradford

Reaccion en cadena de la polimerasa con trascripcion
reversa, método cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR)
Inmunohistoquimica

|.  Preparacién del tejido

[I. Inmunomarcacion

[ll.  Inmunofluorescencia

IV. Inmunomarcacion para microscopia electrénica

de transmision

Captacion de glutamato

Preparacion de gliosomas y sinaptosomas

Medicion de glutamato capturado

Método de Lowry

3. Andlisis estadistico
RESULTADOS

indice

44
44
45
45
45
45
45
46
47
48
48
48
49
49
49
50
50
50
50
52

54
54
55
56
56

58
58
59
60
60



indice

1. El metabolismo del glutamato en el modelo de estrés gestacional 62
2. Liberacién evocada del neurotransmisor glutamato en las 65
crias EP adultas

3. Efecto del estrés gestacional sobre el transportador vesicular, 67
vGIluT-1

3.1 Morfologia de la sinapsis glutamatérgica 71

Los receptores NMDA y AMPA en las crias EP adultas 74

Los transportadores glutamatérgicos gliales y la enzima 76

glutamina sintetasa en el modelo EP

5.1. Niveles de la enzima glutamina sintetasa 76
5.2. Efectos del EP sobre GLT1 Y GLAST 78
6. Efecto del EP sobre la funcion de los transportadores
glutamatérgicos en las crias adultas 81
DISCUSION
1. Estudio del metabolismo glutamatérgico en el modelo de 85

estrés prenatal

2. Efecto del estrés gestacional sobre el transportador vGIluT-1 87
y la liberacion del neurotransmisor glutamato.

3. Evaluacién de los receptores glutamatérgicos en las crias EP 89
El estrés prenatal genera cambios en los niveles de los 92
transportadores gliales y en su funcién

5. Crias machos y hembras en el modelo de estrés gestacional 94
CONCLUSION 96
BIBLIOGRAFIA 98



Abreviaturas

ABREVIATURAS

11B-HSD: 11B- hidroxiesteroide deshidrogenasa
HM: micro molar

13C: 13-carbono

5-HT: serotonina

ACTH: hormona corticotrofina

Ach: acetilcolina

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metillisoxazol-4-propionato
AMPc: 3'5’- monofosfato ciclico de adenosina
ANOVA: analisis de la varianza

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

BRK: buffer Krebs-Ringer

C: control

CA: cornu ammonis

CAM: quinasa calcio calmodulina

CF: corteza frontal

col: colaboradores

CREB: elemento de unién por respuesta a AMPc
CRH: hormona liberadora de corticotrofina
CRHp: hormona liberadora de corticotrofina placentaria
DA: dopamina

DHDA: desorden de hiperactividad y déficit de atencion
DHK: dihidrocainato

DPN: dia postnatal

DO: densidad 6ptica

DOR: densidad optica relativa

EAAC: transportador de aminoacidos

EAAT: transportados de amino&cidos excitatorios
ECL: reactivo de quimioluminiscencia enzimatica
EP: estrés prenatal

GABA: acido y-aminobutirico

GC: glucocorticoides



GD: giro dentado

GLAST: transportador de glutamato/ aspartato

Gin: glutamina

GLT1: transportador de glutamato 1
Glu: glutamato

GS: glutamina sintetasa

HHA: hipotalamo hipofisario adrenal
HPC: hipocampo

KA: kainato

LTD: depresion de largo termino
LTP: potenciacion de largo termino
mA: miliamperios

MAP: proteina activada por mitégenos
MC: mineralocorticoide

NA: noradrenalina

NMDA: N-metil-D-aspartato

NT: neurotransmisor

PAG: glutaminasa

PBS: buffer fosfato salino

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

SDS: dodecilsulfato sédico

SFB: suero fetal bovino

SN: sistema nervioso

SNA sistema nervioso autonomo
SNC: sistema nervioso central
SNP: sistema nervioso periférico
TBOA: DL-treo-B-benziloxiaspartato
TBS: buffer tris-salino

TCA: &cido tricarboxilico

UV: ultravioleta

V: volts

VGIuT: transportador vesicular de glutamato

VSP: vasopresina

Abreviaturas



INTRODUCCION




Introduccion

1. Sistema nervioso

Toda la informacion referente al mundo que nos rodea es conducida hacia el
cerebro por un complejo sistema sensorial. La atencion, la conciencia, la experiencia
emocional son funciones del sistema nervioso (SN). La memoria, el pensamiento, la
capacidad de crear son funciones neuronales superiores, asi como también lo son el
control de la actividad motora, visceral, end6crina y somatica. Diversas clases de
receptores actian como transductores de los estimulos fisicos y quimicos del
ambiente, transformandolos en impulsos nerviosos que el cerebro interpreta y da
significado. La capacidad de discriminar entre estimulos de diferentes modalidades es
la base del aprendizaje (Carpenter, 1985).

1.1. Caracteristicas del sistema nervioso

La funcion nerviosa en los animales es tan primitiva como los Cnidarios,
quienes presentan una sola neurona multifuncional que capta y procesa las sefales
ejerciendo control y coordinacién sobre el organismo. Esto otorgé a los animales
pluricelulares la capacidad de interactuar eficazmente con su medio ambiente.
Posteriormente surgieron dos tipos neuronales: las neuronas aferentes y las eferentes.
Con el cambio evolutivo se fueron agregando intermediarios entre estos dos grupos,
como las interneuronas y los circuitos plasticos, dando base a la formacién de un SN
con cefalizacion en el cual los componentes del sistema se concentraron en puntos
estratégicos del organismo. Este rasgo evolutivo, que comenzd en los platelmintos,
potencié la capacidad integradora del sistema y dio origen al SN central como se
presenta en los vertebrados (Netter y Brass, 1994, Hill y col., 2004).

En los mamiferos, el SN se compone de dos estructuras mayores bien
diferenciadas: el sistema nervioso periférico (SNP) y el sistema nervioso central
(SNC). Ambos sistemas se diferencian anatémicamente, pero funcionan de forma
integrada. El SNP esta constituido por los nervios espinales y craneales que conectan
al SNC con los diferentes sistemas de érganos y con las extremidades del cuerpo.
Mediante este conjunto de nervios el sistema regula e integra la informacién sensorial
con las respuestas motoras y controla las funciones auténomas del cuerpo, como la
actividad de los musculos lisos, la funciéon de musculos cardiacos y la funcién visceral
(Kandel, 2000).
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Por sus caracteristicas anatémicas el SNC se puede separar en dos
componentes: la medula espinal y el encéfalo. La medula espinal recibe y procesa la
informacién sensorial, controla el movimiento del tronco y se comunica con el tallo
cerebral.

Por su parte, el encéfalo se compone de tres partes fundamentales:

1. El romboencéfalo o cerebro posterior, constituido por el bulbo raquideo, la
protuberancia y el cerebelo. El bulbo raquideo contiene centros de funciones
auténomas, la protuberancia retne informacién sobre movimiento que llega desde el
telencéfalo y por ultimo el cerebelo modula la fuerza, el movimiento, y coordina el
aprendizaje de actividades motoras (Jessel, 1997).

2. El mesencéfalo o cerebro medio, esta situado por encima de la
protuberancia. Controla varias funciones sensoriales y motoras, como los movimientos
oculares y los movimientos de los musculos esqueléticos. También funciona como una
estacion de relevo de sefiales auditivas y visuales. (Jessel, 1997).

3. El prosencéfalo o cerebro anterior, formado por el diencéfalo y los
hemisferios cerebrales (telencéfalo). El diencéfalo esta integrado por el hipotalamo y el
talamo, que a su vez estan conectados entre si. Ambos, regulan funciones endocrinas
procesan informacién de todo el SNC: el tdlamo distribuye informacién motora y
sensorial hacia la corteza cerebral, mientras que el hipotalamo regula al SN auténomo
y la secrecion hormonal de la hipdfisis. Los hemisferios se definen por una capa
externa de circunvalaciones que constituyen la corteza cerebral y por una capa
profunda donde se encuentran los ganglios basales, el hipocampo y la amigdala. Los
hemisferios estan separados por un surco fronto-dorsal que los determina como
izquierdo y derecho en forma especular. Cada lado tiene funciones especializadas
pero siguen asociados para la regulacion de funciones motoras y cognitivas. Los
ganglios basales participan en la regulacion motora extra-piramidal. El hipocampo es
fundamental en los procesos de memoria y aprendizaje, mientras que la amigdala
coordina respuestas autonomas y endocrinas ante estimulos emocionales. Por ultimo,
la corteza cerebral interviene en una gran variedad de procesos sensoriales, motores y

cognitivos (Estrada Flores y Uribe Aranzabal, 2002).
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1.2. Componentes del sistema nervioso

El SN se compone de diferentes grupos celulares y un sistema vascular
especializado. Los grupos celulares se pueden dividir en neuroglia y neuronas. La
neuroglia retne a los astrocitos, oligodendrocitos y la microglia ubicadas en el SNC
mientras que en el SNP se encuentran las células de Schwann y las de Miller. Las
neuronas, por su parte, son células especializadas que extienden sus procesos
formando una compleja red. Las células gliales rodean y asisten a las neuronas pero
también responden a senales e interactian con las mismas. Por la disposiciéon de las
células, el SNC se caracteriza por tener dos areas tisulares: hacia la periferia del
organo, en su parte mas externa, se distingue la presencia de nucleos neuronales y
glia que se designan como sustancia gris, por su coloracion mas oscura. Por debajo y
hacia el interior del cerebro se extienden los axones que recubiertos por mielina
(componente lipidico externo a la membrana plasmatica) dan un color blanco al tejido
y conforman la sustancia blanca del cerebro. A lo largo del eje nervioso, en la médula
espinal la disposicién del tejido se invierte, siendo la sustancia blanca quien queda
externamente delimitando a la sustancia gris (Siegel y Agranoff, 1999).

Independientemente de cdmo se lo divida para su conocimiento, el SN trabaja
como un conjunto donde diferentes regiones estan especializadas en diferentes
funciones y paralelamente varias de estas funciones sensoriales, motoras y cognitivas
son sostenidas por conjuntos de vias nerviosas. Esta forma de organizacién, hoy se
conoce como el principio de “procesamiento de distribucion paralela” e implica que
cuando una region o via neuronal se dafne, otras podran compensar parcialmente su
funcién. Esta compensacién en los sistemas podria evitar cambios fisiolégicos o
comportamentales que pongan en riesgo la supervivencia del organismo (McClelland,
1994).

1.3. Células del sistema nervioso
1.3.1. Neuronas

Este tipo de células son las unidades basicas del encéfalo y dado que son las
mas variables del organismo, desafian las clasificaciones en morfologia, locacion y
funcién. Pueden tener funciones sensoriales, motoras o0 secretoras, y sus efectos

pueden ser excitatorios, inhibitorios y/o moduladores. Son influenciadas por una
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variedad de factores quimicos, como neurotransmisores y hormonas, al igual que por
factores fisicos como los contactos célula a célula. Estas caracteristicas especiales en
conjunto con la influencia de los factores externos durante el desarrollo, determinan su
crecimiento, sus conexiones y la formacion de una compleja red de transmisién de
informacion (Siegel y Agranoff, 1999).

La descripcion morfolégica bdasica de una neurona incluye cuatro regiones
diferenciadas de la célula: el soma, las dendritas, el axén y sus terminales sinapticas.
El soma es el centro metabdlico celular y contiene al acido desoxirribonucleico (ADN)
que codifica la informacién genética de la célula. Desde el soma se proyectan las
dendritas proporcionando la via de entrada de las senales que llegan a la neurona.
También, desde esta estructura principal, se forma el axdn que constituye la via de
salida de las sefales desde el cuerpo celular. Esta extension se puede contactar con
fibras de tejidos, glandulas o con otras neuronas y en este ultimo caso el contacto se
denomina sinapsis.

Las neuronas se diferencian de otras células por su excitabilidad, es decir,
pueden experimentar cambios transitorios en la permeabilidad de la membrana
plasmatica que generan un cambio del potencial eléctrico. El potencial de membrana
es producido por la diferencia en la concentracion de los iones que estan a ambos
lados de la misma y por su permeabilidad selectiva. En el caso de una célula inactiva
el potencial de la membrana es de valor negativo y cuando una sefal estimula la
neurona, se abren canales i6nicos que generan un cambio en el potencial volviéndolo
positivo y despolarizando la célula rapidamente. Este cambio de polaridad es la base
para la generacién de un potencial de accion, que es la forma de transmisién de
impulsos utilizada por las neuronas. Cuando los canales idnicos se inactivan la
membrana vuelve a su potencial de reposo y la transmisién de la sefnal finaliza
(Schwartz, 1997, Kandel y Siegelbaum, 1997).

La célula que trasmite la sefial se denomina célula presinaptica, y la que recibe
la sefial célula postsinaptica. Las terminales presinapticas se acercan a las dendritas
de la neurona postsinaptica sin contactarlas, dejando un espacio de separacién entre
las dos células denominado espacio sinaptico. En las sinapsis quimicas no hay
continuidad estructural entre las neuronas. Las neuronas presinapticas, sirven como
lugar fisico para la transmisién y es en sus terminales donde la sefal eléctrica se
transforma en quimica. Las terminales presinépticas contienen conjuntos de vesiculas

con un alto numero de moléculas especificas denominadas neurotransmisores, que
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actian como agentes quimicos de la transmision. Ante la llegada del impulso eléctrico
las vesiculas liberan sus neurotransmisores al espacio sinaptico, como respuesta al
flujp aumentado de iones de calcio (Ca®) que se produce como consecuencia del
potencial de accion (Kandel y Siegelbaum, 1997).

1.3.2. Glia

En el SNC de los vertebrados la proporcién entre neuronas y gliaes de 1 a 10
células, respectivamente y puede alcanzar una relacién de hasta 1 a 50. La glia sigue
un desarrollo ontogénico diferente al de las neuronas y permanecen menos
diferenciadas conservando una gran capacidad mitética. Sus funciones varian en un
amplio rango, desde dar sostén fisico y apoyo nutricional a las neuronas hasta
participar activamente en la neurotransmisién de sefales.

Las células gliales se clasifican en dos grandes grupos: microglia y macroglia.
La microglia controla el tejido mediante sefales neuronales y conforma el principal
inmunocomponente del SN. Esta constituida por fagocitos que participan en la
conservacién de la homeostasis y son los que actuan luego de una injuria, infeccién, o
enfermedad. La macroglia esta conformada por tres tipos de células: las células de
Schwann en la periferia, los oligodendrocitos y los astrocitos en el SNC. Las células de
Schwann se ubican en el SNP, rodeando los axones que conforman los nervios
periféricos. Estas células cumplen multiples funciones: proteccion, soporte metabdlico,
regeneracion de lesiones y principalmente son las productoras de la mielina que
funciona como un aislante eléctrico para los nervios y facilita la rapida transmision de
impulso nervioso entra ellos (Welsch, 2008). Los oligodendrocitos se encuentran en el
SNC, presentan cuerpos celulares pequenos y prolongaciones delgadas. Se disponen
mayormente en hileras a lo largo de los axones neuronales y son responsables de la
formacion de la vaina de mielina sobre estos. También rodean cuerpos neuronales
dando sostén a las células. Por ultimo, los astrocitos son los principales componentes
de la glia, son células ectodérmicas derivadas de la glia radial y se producen en las
primeras etapas del desarrollo. Presentan cuerpos celulares estrellados e irregulares y
prolongaciones relativamente largas que forman los llamados pies terminales. Estas
prolongaciones se situan sobre la superficie de nervios del encéfalo y de la medula
espinal, pueden contactar los vasos sanguineos y establecer uniones estrechas con

las células endoteliales como ocurre, por ejemplo, en la barrera hematoencefalica
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(Kandel, 1997). La posicion estratégica de los astrocitos, ubicados entre los elementos
vasculares y las neuronas, les permite vehiculizar nutrientes, lo que les otorga una
funcién nutricional, pueden entrelazarse con las neuronas proporcionando soporte
estructural, y se encargan de la detoxificacién de los fluidos del cerebro (Raviola y
Mazzarello, 2011). En la actualidad se conoce que los astrocitos también cumplen con
las siguientes funciones: a) guian la migracion de las neuronas y orientan el
crecimiento de sus prolongaciones durante la ontogénesis (Hatten, 1985, 1990), b) se
vuelven fagociticos en respuesta al trauma cerebral, c) pueden proliferar e
hipertrofiarse en respuesta a una injuria (Brusco y col., 1997), d) proveen factores
tréficos para las neuronas (Schwartz y Mishler, 1990), e) almacenan glucégeno como
una reserva de energia en el cerebro (Magistretti, 1988), f) re-captan y liberan
sustancias neuroactivas (Kimelberg y Katz, 1985), y h) participan en la respuesta
inmunologica del cerebro (Giulian y Lachman, 1985). El uso de cultivos primarios ha
puesto en evidencia que estas células tienen el potencial para realizar diversidad de
funciones y que probablemente presentan la capacidad de cambiar de funcién segun
las variaciones que sufra su entorno. Por ejemplo, durante el desarrollo, los
precursores de los astrocitos son células con prolongaciones largas que forman fibras
radiales que guian a las neuronas durante la migracién, luego, retraen sus procesos y
se desarrollan como astrocitos protoplasmaticos (Culican y col., 1990). En el cerebro
adulto, la morfologia de la astroglia puede sufrir cambios marcados en respuesta a
injurias neuronales (Gomez y col., 1990).

Los cambios en la funcionalidad de la astroglia influyen sobre la funcién de las
neuronas que se encuentran a su alrededor. La principal actividad de las células
astrogliales se centra en su capacidad para censar el comportamiento neuronal a
través de cambios en el medio extracelular y responder a estos cambios de manera tal
que se mantenga una homeostasis que permita la normal actividad neuronal
(Tsacopoulos y Magistretti, 1996). Esta caracteristica de los astrocitos se debe a la
presencia de una diversidad de receptores en su membrana como los receptores
asociados a proteina G (van Calker y col., 1980) que utilizan como segundos
mensajeros al 3'5'- monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y al Ca®* (McCarthy y de
Vellis, 1978, McCarthy y Salm, 1991). La activacién de receptores astrogliales puede
conducir a cambios en la morfologia (Kimelberg y col., 1978) en la expresién de genes
tempranos (Arenander y col., 1989), en la regulacién del contenido de glucégeno y de
enzimas metabdlicas (Magistretti, 1988), en la liberacién de factores neurotréficos y
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transmisores (Schwartz y Mishler, 1990, Schwartz y col., 1992) y en la proliferacion
celular (Ashkenazi y col., 1989).

1.4. Neurotransmisores

Los neurotransmisores (NT) son biomoléculas, generalmente de bajo peso
molecular, que son liberados selectivamente por una terminal neuronal. Se descargan
en el espacio sinaptico y son capaces de combinarse con sitios especializados de las
neuronas postsinaptica denominados receptores. Los NT son sintetizados en el soma
neuronal y transportados a las terminales axénicas o pueden sintetizarse en las
mismas terminales de las neuronas por la acciéon de enzimas especificas y en algunos
casos con participacion incluso de las células gliales. Son almacenados en vesiculas
denominadas vesiculas sinapticas y permanecen en ellas hasta la llegada de un
estimulo sefial que promueva su liberacion. Generalmente la liberacion es por
exocitosis dependiente de Ca®. El calcio aumenta en respuesta al estimulo y activa la
fusion de las vesiculas sindpticas a la membrana plasmatica. Este proceso es posible
gracias a la accion conjunta de proteinas especializadas como la enzima calmodulina,
que activada por el cation Ca?* fosforila a sinapsina | que desde la membrana vesicular
se une a los filamentos de actina en el citoplasma permitiendo el traslado de la
vesicula. Luego el complejo SNARE (conjunto de proteinas como la sinaptobrevina, la
sinaptofisina y sintaxina) se encarga de la fusién entre las membranas, liberando el NT
al espacio extracelular (Davidsson y col., 1999). El contenido de las vesiculas
sinapticas es cuantico y en el caso de algunos NT hay una liberacion basal constitutiva
de este contenido, por ejemplo en el sistema glutamatérgico. Esta liberacién no es
suficiente para activar a la postsinapsis por lo que no hay transmision de impulsos
nerviosos en este proceso (Meldrum, 2000).

Cuando los NT activan a sus receptores especificos, inician una cascada de
sefnales que genera una respuesta en la neurona postsinaptica, mediante modificacion
de canales i6nicos o la activacion de segundos mensajeros. Esta respuesta puede ser
excitatoria produciendo una despolarizacién de la postsinapsis o inhibitoria
promoviendo una hiperpolarizacion de la neurona. De esta manera el efecto del NT no
depende de las propiedades quimicas de la molécula transmisora, sino mas bien de
las propiedades de los receptores que la reconocen (Kandel y Siegelbaum, 1997) que

transformaran al mensaje codificado por la molécula de neurotransmisor en una
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respuesta fisioldgica especifica (Estrada Flores y Uribe Aranzabal, 2002). Asi el gran
namero de neuronas que se encuentran en el SN puede diferenciarse, no solo por su
morfologia y sus contactos sinapticos, sino también por los NT que sintetizan y por los
receptores especificos que se encuentran en la membrana neuronal (De Robertis y
col., 1996). Cuando el NT activa sus receptores postsinapticos, también se activan, en
paralelo, auto-receptores y transportadores neuronales y gliales que lo re-capturan
desde el espacio sinaptico. A su vez, también se activan enzimas extracelulares que
degradan o inactivan las moléculas libres de NT. Este proceso permite rapidamente
terminar con la neurotransmision permitiendo que otro estimulo pueda activar
nuevamente al sistema.

En los humanos, se ha comprobado que las alteraciones en la sintesis,
almacenamiento, liberacion o inactivacion de los NT, asi como las variaciones en sus
receptores pueden modificar la neurotransmisién podrian ser la base de diversos
trastornos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia, la depresiéon y el sindrome de
ansiedad, entre otros (Pasquini y col., 2014).

Los principales NT en el cerebro son:

- Acetilcolina (Ach): integra el sistema colinérgico. Se localiza principalmente en
las neuronas motoras que integran la unién neuromuscular, pero también en la corteza
cerebral y en neuronas pre-ganglionares del sistema simpatico y parasimpatico. Entre
sus funciones regula la actividad cardiovascular y pulmonar, también aumenta la
secrecion glandular en el tracto gastrico y a nivel cutaneo (Contestabile, 2011).

- Noradrenalina (NA): Es el principal neurotransmisor de las neuronas
postganglionares simpaticas. Se encuentra en el sistema limbico, en el hipotdlamo y
también en la corteza cerebral. Participa en el desarrollo del cerebro y es clave en las
funciones de vigilia y la respuesta a situaciones de estrés (Norton y col., 2002).

- Dopamina (DA): Es el neurotransmisor del sistema dopaminérgico. Se
encuentra en las neuronas que forman la substancia nigra y el area tegmental ventral
principalmente, y en el hipotdlamo. Su principal funcion es la regulacion de las
respuestas a situaciones emocionales, pero también participa en el circuito de
recompensa, en la formaciéon de memoria y el aprendizaje, entre otras (Giardino y col.,
1998).

- Serotonina (5-HT): Se encuentra en las neuronas serotoninérgicas de la
protuberancia cerebral y el mesencéfalo, principalmente. Tiene un papel principal en la

regulacion del apetito y la actividad motora, en las funciones de percepcion y
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cognitivas. También actua a nivel periférico controlando el sistema intestinal (Olivier y
col., 1998).

- Glutamato (Glu): es un NT excitatorio. Esta presente en todas las areas del
cerebro principalmente en la corteza, el hipocampo y el cerebelo. También actia en el
SNP a nivel de la medula espinal y en diversos érganos. Entre sus funciones
principales se encuentran la formaciéon de la memoria y la modulacion del aprendizaje
(Meldrum, 2000).

- Acido y-aminobutirico (GABA): Es el principal NT inhibitorio del SNC. Se
encuentra en interneuronas corticales y vias de proyecciones largas, pero su mayor
concentracion se encuentra en el cerebelo. Actla en etapas tempranas del desarrollo

en la proliferacién y maduracién de sinapsis (Owens y Kriegstein, 2002).
1.5. Areas del sistema nervioso central
1.5.1. Corteza

La corteza cerebral es la porcidon de sustancia gris que cubre los hemisferios
del cerebro (figura 1). La ontogénesis neuronal de la corteza sigue una precisa
secuencia de eventos. Todas las neuronas se generan a lo largo de la superficie
ventricular, en la zona marginal y migran, luego de varias divisiones mitoticas, a la
placa cortical donde se organizan desde el interior hacia el exterior y maduran en ese
mismo sentido. El proceso de formacién y desarrollo de la corteza empieza
tempranamente en el embridon pero continia posnatalmente, incluso hasta la adultez,
por lo que perturbaciones en distintas etapas del desarrollo cerebral, podrian inducir
alteraciones en los patrones cerebrales y sus funciones. La densidad de contactos
sinapticos aumenta progresivamente con el desarrollo llegando hasta la infancia,
mientras que durante el periodo de adolescencia la cantidad de sinapsis disminuye
drasticamente en un proceso madurativo llamado poda o pruning (por su término en
inglés). Durante este periodo se eliminan sinapsis poco activas como un refuerzo
madurativo para darle lugar al mantenimiento de sinapsis maduras que formaran
patrones de conectividad mas precisos (Nelson y Luciana, 2001).

Las células nerviosas de la corteza se disponen en seis capas, siendo las
neuronas mas superficiales las ultimas en establecer sus funciones. Histologicamente
se distinguen cinco tipos celulares en la corteza: neuronas piramidales, células

granulosas, células fusiformes, células de Cajal y las células de Martinotti, que se
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organizan y disponen especificamente formando seis capas bien diferenciadas: la
molecular, la granular externa, la piramidal externa, la granular interna, la ganglionar y
la multiforme.

La organizacién funcional de la corteza no muestra una simetria como su parte
anatomica. Cada hemisferio muestra variaciones funcionales y en cada una de sus
capas la corteza recibe aferencias de otras estructuras del cerebro como, el talamo, el
hipocampo e incluso desde otras capas corticales. También envia eferentes a distintos
puntos de SN como los ganglios basales, otras capas corticales y a la medula espinal.
La organizacion en capas de la corteza le provee eficiencia en el procesamiento de los
impulsos nerviosos y el intercambio de informacion con todo el cerebro, es por esta
organizacion que se produce una subdivision de la corteza en campos de sistemas
neuronales que funcionan como mapas de las funciones cognitivas y motoras. La
superficie de la corteza es especie-especifica y varia, no solo con el tamafio del
cerebro sino que también cambia con la presencia de adaptaciones especificas, donde
se incrementa la complejidad del mapa neuronal y su correspondiente sistema
sensorial (Takahashiy col., 2001).

Anatémicamente esta area cerebral se divide en cuatro I6bulos: el frontal, el
I6bulo parietal, el I6bulo occipital y el temporal. Particularmente, en los mamiferos, la
corteza frontal (CF) participa en procesos de pensamiento y razonamiento, en la
planificacion de comportamientos cognitivos complejos y en la toma de decisiones.
Esta area se especializa en la regulacion de “acciones”, como el movimiento ocular, la
expresion de emociones, el razonamiento y el habla y cada una de estas acciones
esta representada en forma de un mapa neuronal. Toda su funcion se basa en la
cooperacion con otras partes de la corteza, posee extensas conexiones reciprocas con
el tdlamo, el sistema limbico y el hipotdlamo, con areas subcorticales y areas del
sistema auténomo. A medida que los organismos fueron evolucionando, la CF sufrié
un incremento en su area relativa y este cambio no ocurrié6 de forma homogénea: la
porcion lateral, esencial para las funciones cognitivas, se desarrollé en mayor grado
que la parte orbital, necesaria para la formacién de emociones. La CF es la parte de la
corteza cerebral que puede establecer configuraciones temporales que permiten
adquirir nuevas secuencias comportamentales coordinando experiencias previas
(Fuster, 2001). Una de las principales funciones de esta area se define como memoria
ejecutiva que involucra tareas como el planeamiento y la toma de decisiones, mas la

actividad de la memoria de trabajo que es necesaria para la organizacion y realizacién
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de acciones en el plazo inmediato (Miller y Cohen, 2001). Para el cumplimiento de
estas operaciones la CF se conecta con otras areas del cerebro y recibe senales de
las mismas que activan los distintos sustratos neuronales del area. También hay
inhibicion de circuitos que traen nuevas sefnales externas o internas impidiendo que se
interrumpa la ejecucion del comportamiento inmediato lo que permite la atencién hacia
el objetivo (Fuster, 2008).

Corteza frontal

.
Cortezafrontal  Hipocampo Hipocampo

@ Cerebelo

Figura 1. Esquema del cerebro humano. Se destaca la ubicacion las areas de interés: el

hipocampo y la corteza frontal. El recuadro interior muestra el encéfalo de la rata con las 2
areas destacadas. (Fuente: www.healthfavo.com).

1.5.2. Hipocampo

El hipocampo (HPC) propiamente dicho forma parte de una estructura mayor
denominada formacion hipocampal. Esta estructura se encuentra posicionada en la
linea media del cerebro, sobre el talamo y dentro del l6bulo temporal. En los
mamiferos el tejido esta densamente empaquetado en forma de tubo curvado y
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elongado hacia la parte rostral (figura 1). Esta forma tipica varia entre especies, por
ejemplo en los primates es una estructura lineal sobre el piso del I6bulo temporal.

La formacion hipocampal se compone de 6 partes: la corteza entorinal,
parasubiculum, presubiculum, subiculum, giro dentado (GD) y el hipocampo que se
subdivide en 3 areas: cornu ammonis (CA)1, CA2 y CA3. Estas seis regiones estan
conectadas en forma unidireccional por fibras neuronales. La corteza entorinal es
considerada el inicio de la red de conexiones intrinsecas de la formacién hipocampal.
Las neuronas de este area proyectan al giro dentado y conforman la via perforante.
Los axones de las células granulosas del GD dan origen a las fibras musgosas que se
conectan con las neuronas piramidales de la regién CAS3. Por su parte, las neuronas
piramidales, son las mayores aferentes de la region CA1 y forman la via colateral de
Schaffer que llegan como conexiones excitatorias de la zona del subiculum y también
a la CE, cerrando asi el circuito de conexiones hipocampales. Las tres vias descriptas
(la perforante, las fibras musgosas y la colateral de Schaffer) forman el circuito
excitatorio unidireccional mas importante de la transicion de informacién en la
estructura hipocampal. Fuera de estas vias intrinsecas, hay conexiones asociadas que
la contactan con el resto del encéfalo. Las tres més estudiadas son: el haz angular,
que conecta la corteza entorrinal con otras areas de la estructura por fuera del circuito
interno, la fiambria-formix que interconecta el HPC con el cerebro anterior, el
hipotalamo y el tallo encefélico; la tercera conexién comprende las comisuras ventral y
dorsal por las cuales se conectan las estructuras hipocampales de cada hemisferio
(O'Keefe y Nadel, 1978).

Las diferentes partes del area hipocampal muestran también diferencias en sus
funciones, una de las mas importantes funciones del HPC es el almacenamiento de
informaciéon que puede ser conectada a otras memorias dando como resultado
acciones declarativas (Andersen, 2007). La porcion méas dorsal del é&rea es
responsable de la memoria espacial y la navegacion, contiene gran cantidad de
neuronas de posicion que forman una representacién topografica del espacio en el
cerebro y se activan cuando el individuo atraviesa una zona especifica de su entorno
(Pothuizen y col., 2004), La zona ventral actia en el procesamiento de emociones, en
estudios con ratas se observo que lesiones en esta area alteran el condicionamiento al
miedo debido a una interrupcién en la conexién con la amigdala (Anagnostaras y col.,
2002). La memoria hipocampal es critica en la consolidacién de novedades, en las

respuestas emocionales, para los mapas cognitivos, para la navegacion espacial y en
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la formacion de memorias de corto y de largo plazo. En el hipocampo el
almacenamiento de memorias permanentes se produce mediante un mecanismo de
accion conocido como: potenciacién de largo termino (LTP, por su sigla en inglés: long
term potentiation) que ocurre mediado por la activacién de receptores del sistema de
neurotransmision glutamatérgica (Smith y McMahon, 2006).

2. Sistema glutamatérgico

El sistema glutamatérgico es el sistema de neurotransmisidén excitatoria por
excelencia, estd ampliamente distribuido por todo el cerebro y en 6rganos periféricos.
Entre las principales funciones del sistema se encuentran la regulacién de los
procesos de plasticidad sinaptica y el procesamiento cognitivo. Su neurotransmisor es
el glutamato que tiene un papel principal en el desarrollo del SN, en la migracion
celular y en la regulacion de la formacion y eliminacion de sinapsis. Las neuronas
glutamatérgicas extienden su accion a lo largo del eje encéfalo-medular y al menos
dos tercios de las neuronas aferentes de la corteza cerebral son glutamatérgicas. Las
fibras que llegan a la corteza frontal especialmente y las fibras de la formacion
hipocampal forman una de las vias mas ricas en neuronas glutamatérgicas. En los
ultimos anos, las alteraciones de la transmision glutamatérgica han sido relacionadas
con una gran variedad de neuropatologias como la esquizofrenia, la enfermedad de
Alzheimer y el Parkinson, asi como también en los desérdenes asociados al abuso de

drogas (Fonnum, 1984, Medina Marin y Escobar Betancourth, 2002),
2.1. El glutamato

Esta molécula define al sistema glutamatérgico y es considerado el
neurotransmisor de sus neuronas debido a que cumple con los criterios de esta
denominacion: 1) esta almacenado en vesiculas dentro de las neuronas presinapticas,
2) se libera en respuesta a una despolarizacién de ésta célula, 3) presenta receptores
especificos en neuronas postsinapticas y 4) es metabolizado en el espacio sinaptico.
El glutamato, es un aminoacido no esencial lo cual significa que es sintetizado in vivo y
en las células éste puede ser generado a través de dos vias (figura 2): a partir del a-
cetoglutarato durante el ciclo de Krebs o ciclo del &cido tricarboxilico (TCA por su sigla
del inglés: tricarboxilic acid) por accién de aminotranferasas y de la enzima glutamato

deshidrogenasa. La ruta metabdlica que determina la sintesis de glutamato comienza
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con la oxidacién de la glucosa, dando moléculas de acetil CoA que al llegar a la
mitocondria inician el ciclo TCA con la formacién de citrato. Por descarboxilacion
oxidativa, el citrato forma a-cetoglutarato y en una reaccién de oxidacion catalizada
por la enzima glutamato deshidrogenasa, el a-cetoglutarato da glutamato por una
reaccion en equilibrio constante. Este glutamato abandona la mitocondria y puede
formar parte de la sintesis de proteinas como aminoacido estructural o ser
transportado y almacenado en vesiculas sinapticas. La segunda via de sintesis para
glutamato se origina por la entrada de acetato al ciclo TCA que es convertido, al igual
que el piruvato, en acetil CoA para ingresar a la mitocondria. También se puede
sintetizar a partir de otros aminoacidos como la arginina, la prolina, la histamina y la
glutamina (Gin). La GIn es precursora de diversos aminoacidos y forma parte de las
proteinas. Su sintesis, en los astrocitos, requiere grupos amonio que provienen de las
neuronas y que se transportan a la glia o llegan del ciclo de alanina-lactato (Bak y col.,
2006).

En el denominado ciclo de glutamina-glutamato, el glutamato capturado por los
transportadores gliales desde el espacio extracelular es transformado por accién de la
glutamina sintetasa (GS), especifica de glia, en Gin. Como tal es liberada por los
astrocitos y captada por las neuronas en donde vuelve a ser transformada a glutamato
por la enzima glutaminasa activada por fosfato (PAG, de su sigla en inglés: phosphate
activated glutaminase) (Brosnan y Brosnan, 2013). Este funcionamiento particular del
sistema glutamatérgico, donde el Glu liberado es reciclado mediante su pasaje por las
células gliales dio fundamento a la hipétesis de las sinapsis tripartitas (definidas por la
comunicacion bidireccional entre las neuronas y los astrocitos) (Araque y col., 1999,
Santello y col.,, 2012). La produccién de glutamato en el cerebro esta
compartimentalizada, lo que es necesario debido a las diversas funciones de este
aminoacido. Existen dos compartimentos bien definidos, el mayor consiste casi
totalmente de estructuras neuronales y tiene entre el 85 y 98 % del glutamato total en
el cerebro, en este espacio hay casi sintesis nula de GIn y la sintesis de Glu se
produce a partir del metabolismo de la glucosa (Cremer y col.,, 1975). En el
compartimento menor hay gran contenido de astrocitos con presencia de GS y
piruvato carboxilasa, por lo cual hay alta sintesis de GiIn y también en bajos niveles
hay sintesis de glutamato que proviene mayoritariamente del metabolismo del acetato
(Machiyama y col., 1970). Diversos estudios sobre compartimentalizacion del

metabolismo celular han mostrado que la administracion de los dos precursores
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generales, glucosa y acetato, resulta en la incorporacién de su esqueleto carbonado
tanto en Glu como en la GiIn. Cuando se usan precursores marcados, como por
ejemplo con carbono 13 (*3C), se puede distinguir que la glucosa da un porcentaje bajo
de GIn marcada, en comparacién al porcentaje de Glu marcado que se obtiene y lo
opuesto se cumple cuando se usa el acetato como precursor. Esto muestra que los
dos precursores son metabolizados en circuitos diferentes, al igual que ambos
aminodcidos (Fonnum, 1984). La Gin es el precursor mas importante de la fraccion de
Glu con funcién de NT y también de GABA. La GS es regulada por sus productos por
lo cual estos son los principales factores de control de la sintesis (Kvamme y Olsen,
1980). El Glu como aminoédcido puede formar parte de la estructura de proteinas o
puede ser captado por el transportador vesicular, almacenarse en las vesiculas
sinapticas y asi formar su reserva como neurotransmisor. Cuando pasa al espacio
sindptico estimula a sus receptores o0 puede ser recapturado por transportadores
especificos de aminoacidos excitatorios tanto en astrocitos como en la neurona

presinaptica (Shank y Campbell, 1982).
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Figura 2. Esquema de la sintesis de glutamato a partir de la glucosa y el ciclo
tricarboxilico (TCA, o ciclo de Krebs) que ocurre dentro de la mitocondria. Enzimas GD:

glutamato deshidrogenasa, PAG: glutaminasa.
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2.2. Receptores glutamatérgicos

Los receptores de glutamato son los responsables de producir la excitaciéon de
las neuronas postsinapticas por la llegada de un impulso nervioso, interviniendo de
esta manera en procesos de regulacién, comunicacién, aprendizaje y formacion de la
memoria. Tienen un rol central en la modulacion de la plasticidad sinaptica, en el
control de la citotoxicidad del glutamato y participan en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Debanne y col., 2003).

Se pueden distinguir dos grupos de receptores glutamatérgicos debido a
estrategia de senalizacion: los receptores ionotropicos y los receptores
metabotrdpicos. Los ionotrépicos son canales iénicos dependientes de ligando que
son activados por agonistas selectivos entre los cuales se encuentra el aminoacido
Glu. Por su condicion de canal, la senal que transmiten es rapida y provocan
corrientes postsinapticas excitatorias que pueden producir una despolarizacién de la
membrana plasmatica suficiente como para generar un potencial de accién (Palmada y
Centelles, 1998). Existen tres clases de receptores ionotropicos, que deben su nombre
a los agonistas especificos que los activan: N-metil-D-aspartato denominado receptor
NMDA, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico llamado receptor AMPA y el
receptor de kainato (KA). Cada receptor esta conformado por 4 subunidades variables,
que contiene sitios de unién al ligando y forman el canal i6nico. En la actualidad se
conocen en total seis familias de genes que codifican las subunidades. Tres de estos
grupos de genes codifican subunidades del receptor NMDA, cuya conformacion
requiere de una subunidad NR1 obligatoria y otras tres subunidades que pueden variar
entre NR 2A, 2B, 2C, 2D, 3A y 3B con una distribucién area especifica en el cerebro
(Dingledine y McBain, 1999). Presentan seis sitios de unién a ligando enddgeno de
alta especificidad para su activacién y el agonista mas especifico para este receptor es
el glutamato, que lo activa con una potencia aproximada de 1 puM y requiere como
minimo cuatro moléculas de agonista. El receptor NMDA es basicamente un detector
de coincidencia entre la liberacién de Glu y la despolarizacion de la membrana. La
activacion del canal i6nico tiene una dependencia dual: por un lado depende de la
unién del ligando y por otro del potencial de membrana. Cuando el ligando se une al
canal, mientras la célula tiene un potencial de reposo, el receptor NMDA permanece
bloqueado por accién de un modulador alostérico, el Mg® que impide su activacion.
Cuando la concentracién del NT es suficiente y se activa el receptor AMPA, entonces
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la célula se despolariza, el NMDA pierde el Mg®* y se produce el pasaje de iones por el
canal.

Por su parte, el receptor AMPA puede estar constituido por cuatro tipos de
subunidades: GIuR 1 a 4, codificadas por cinco familias de genes. Este receptor
presenta una menor afinidad por el glutamato endégeno, por lo cual tiene una pronta
desactivacion y genera corrientes excitatorias postsinapticas rapidas. La cinética de
los receptores AMPA dependera de las subunidades que lo compongan. Por ejemplo,
los que presentan GluR4 se desactivan cinco veces mas rapido que las demas clases
de receptores. El receptor KA tiene cinco tipos de subunidades GIuR 5 a 7, KA-1 y KA-
2 que se ensamblan para formar receptores funcionales. La combinacion de
subunidades determina la afinidad del receptor por el ligando, por ejemplo los
receptores KA homomeéricos de KA-1 0 2 no son funcionales y se considera a estas
subunidades como regulatorias. Este grupo de receptores presenta las mismas
caracteristicas cinéticas que los AMPA y comparten la mayoria de los ligandos
enddgenos. La mayor diferencia entre estos dos tipos de receptores es que los KA se
desensibilizan de forma diez veces mas lenta que los AMPA pero ambos son
considerados como mediadores de la transmision sindptica rapida.

Cuando se produce la activacion de los receptores ionotrépicos los cationes
extracelulares comienzan a filtrar y se produce la entrada de Ca*. El flujo de Ca*
dispara una variedad de reacciones en cascada que modulan la funcion de diversas
enzimas, la expresion de genes y finalmente la respuesta neuronal (Dingledine y
McBain, 1999). Una de las funciones asociadas a estos receptores es la LTP que
promueve una intensificacion duradera de la transmision de sefales entre neuronas y
aquellas sinapsis en donde se produce este fendbmeno quedan conectadas a largo
plazo. Por esta caracteristica se propone al LTP como uno de los mecanismos de
formacion de la memoria de largo plazo. La fuerza del potencial de membrana
postsindptico determina si se inicia un LTP o no, mientras que la posterior entrada de
Ca** y la activacién de los sistemas de segundos mensajeros permitirdn que se
complete su fase de finalizacion (Cooke y Bliss, 2006). Las sinapsis excitatorias
pueden regular dinamicamente a sus receptores en la postsinapsis e incluso pueden
agregar receptores a la membrana para modular la fuerza de la sefal. Los niveles de
expresion de los receptores ionotropicos son regulados por el balance entre la
transcripcion, la traduccién, la degradacion de acido ribonucleico mensajero (ARNm) y
la degradacion de proteinas, como las subunidades. Otros procesos como el

22



Introduccion

ensamblaje de los receptores y su insercién en la membrana tienen mecanismos
adicionales de control. La expresion de los receptores es dinamica y célula-especifica,
varia durante el desarrollo y en respuesta a factores ambientales. Las modificaciones
postraduccionales como la fosforilacion tienen un rol principal en la regulacion del
tréfico, la insercién y la localizacion sinaptica. La mayoria de las subunidades de los
receptores ionotropicos son fosforiladas por enzimas como la PKA, PKC (por sus
siglas en inglés: protein kinasa A o C, respectivamente) o la quinasa calcio
calmodulina (CAM). Por ejemplo, la fosforilacion de GluR1 por PKA lleva a la insercién
del receptor en membrana y aumenta su probabilidad de apertura. La actividad de la
sinapsis promueve la desfosforilacion de GluR4 lo que lleva a su insercién en la
superficie de la neurona. En el caso de NMDA la fosforilacién dual por PKA/ PKC
genera la salida de la subunidad NR1 del reticulo endoplasmatico y la accion de la
CAM quinasa |l sobre receptores que presentan NR2B modifica la conformacién
rapidamente ante la entrada de Ca®* (Myers y col., 1999, Traynelis y col., 2010).

El segundo grupo de receptores de glutamato, los metabotrépicos son
miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Son estructuras
proteicas con tres regiones diferenciadas como exiracelular, transmembrana e
intracelular. La porcion externa tiene el sitio de unién al ligando, la sigue una estructura
que atraviesa la membrana siete veces (regién transmembrana) que desemboca en
una porcién que interacciona fisicamente con la proteina G y la activa. Hay ocho
genes que codifican subunidades de esta familia de receptores denominadas mGilu 1 a
8. Estas subunidades se separan en tres subgrupos de receptores clasificados por su
estructura primaria: grupo |, Il 'y Ill. El grupo mGIuR | esta integrado por las
subunidades mGilu 1 y 5, trabaja asociado a proteina G que activa la fosfolipasa C e
inositol trifosfato promoviendo la liberacién de Ca®* intracelular. El grupo mGIuR II
formado por mGlu 2 y 3, funciona con la proteina Gi, inhibiendo a la adenilato ciclasa y
la formacion de AMPc. EI grupo mGluR Il esta integrado por mGlu 4, 6, 7 y 8, actian
también con proteina Gi y méas precisamente su accién inhibe canales de Ca** voltaje
dependientes (Rodriguez y col., 2012). Los receptores metabotrépicos participan en
diversas funciones, regulan la actividad de canales idnicos, facilitan la liberacion de
transmisores y controlan el trafico de los receptores ionotrépicos. También son
mediadores del desarrollo neuronal, de sinapsis de transmisién lenta del sistema

glutamatérgico e intervienen en la induccion de LTP y en el proceso de formacion de
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memoria. Se ha detectado su participacion en desérdenes como trastornos de
ansiedad, convulsiones y estrés post-traumatico.

Estos receptores se localizan en diversas areas del cerebro y en diferentes
puntos de las membranas tanto en neuronas como en células gliales (figura 3). La
distribucion mas estudiada incluye presencia de mGIuR | en bulbo olfatorio, substancia
nigra, hipocampo y en la corteza, mayoritariamente en las neuronas postsingptica. Los
integrantes del grupo Il, se distribuyen en el cerebelo y el bulbo olfatorio, tanto en
neuronas como en la glia. Por su parte los mGlu3 estan presentes en la presinapsis de
sinapsis de la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado, por lo que se estima que
cumplen un rol de auto-receptores.

La expresion de todos los metabotrdpicos varia durante el desarrollo, algunos
como mGlu2 aumentan su expresion durante la vida postnatal mientras que los mGlu3
se encuentran elevados durante el desarrollo prenatal y declinan en concentracion
durante el periodo perinatal (Ferraguti y Shigemoto, 2006). La activacién de estos
receptores esta ligada a la regulacién de genes a nivel de transcripcién y de la
traduccién. Entre los genes regulados por la funcién de los mGluR a nivel de la glia, se
encuentran los genes de los transportadores glutamatérgicos. Es posible asumir que la
liberacion de glutamato regula, en las células, los patrones de expresién de sus
propios receptores y transportadores, controlando también la interaccién glia - neurona
(Niswender y Conn, 2010, Bellamy y Ogden, 2006).

2.3. Transportadores de glutamato

De acuerdo a su ubicacion los transportadores de glutamato se pueden separar
en dos superfamilias: los transportadores de vesiculas sinapticas o transportadores
vesiculares y los transportadores de membrana plasmaética (figura 3).

2.3.1. Transportadores de la vesicula sinaptica

En las terminales neuronales del sistema glutamatérgico, el glutamato es
acumulado en las vesiculas sinapticas por accién de proteinas transportadoras. Los
transportadores vesiculares de Glu (vGluTs, del inglés: vesicular glutamate
transporters) no dependen del gradiente electroquimico de Na* para hacer el pasaje
de Glu al interior vesicular si no que utilizan un gradiente de protones (H*). Presentan

una menor afinidad por el aminoacido en comparacion a otros transportadores de Giu,
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pero son mas especificos ya que transportan Unicamente esta molécula (Liguz-
Lecznar y Skangiel-Kramska, 2007a). En la actualidad hay tres isoformas descriptas
para este grupo de transportadores: vGlut-1, 2 y 3. Los tres conservan alta homologia
en los dominios de membrana pero no en los extremos C y N terminales, lo que
determinaria su especializacién funcional. vGlut-1 y vGIuT-2 se expresan casi
exclusivamente en neuronas glutamatérgicas y se presentan alternadamente en
diferentes &reas del cerebro. La isoforma 1 se localiza principalmente en la
neocorteza, hipocampo, amigdala y el subiculum. En el cerebelo sélo ocupa las fibras
paralelas. Por otra parte, vGIuT-2 se encuentra en el bulbo olfatorio, la capa 4 de la
corteza en el giro dentado (capa granular), talamo, hipotdlamo, el tallo cefalico y
también se localiza en las células de Purkinje del cerebelo (Fujiyama y col., 2001,
Herzog y col., 2001). Ademas de una diferencia en su ubicacion, estos transportadores
presentan una diferenciacion funcional ya que se ha observado que vGlut-1 se
encuentra en sinapsis glutamatérgicas de baja probabilidad de liberacion, aquellas que
producen LTP, mientras que la isoforma vGlut-2 esta presente mayoritariamente en
sinapsis de alta probabilidad de liberacion, las cuales generan depresion de largo
término (LTD, del inglés: long term depression) (Marini y col., 1998).

Durante el desarrollo de los organismos, la expresion de estas proteinas
también varia diferencialmente, vGluT-1 aparece en bajas concentraciones durante el
periodo prenatal y aumenta con la maduracién postnatal. vGluT2 también aumenta a lo
largo de vida en ciertas areas cerebrales y deja de expresarse en otras, como en el
cerebelo. Esto ultimo también se observa en la actividad de vGIuT3. Los axones del
sistema que expresan el transportador tipo 2 alcanzan su forma madura y funcional
mas rapido que los que expresan la tipo 1. Posteriormente en el desarrollo hay un
reemplazo de isoformas, de la 2 por la 1, que podria estar asociado a la forma madura
final de la neurona (Liguz-Lecznar y Skangiel-Kramska, 2007Db).

2.3.2. Transportadores glutamatérgicos de membrana plasmatica

En la actualidad se conocen cinco transportadores de aminoacidos excitatorios
(EAATS, del inglés: excitatory amino acid transporter) diferentes que se activan con
Glu. El transportador de glutamato/ aspartato (GLAST, siglas en inglés para glutamate/
aspartate transporter o en humanos EAAT1), el transportador de glutamato 1 (GLT1,
del inglés glutamate tranporter o EAAT2 en humanos), el transportador de

25



Introduccion

aminodacidos excitatorios (EAAC, del inglés excitatory amino acid carrier o EAAT3) y
los transportadores de aminodacidos excitatorios 4 y 5 (EAAT4 y EAATS5). Todos los
transportadores son homo-oligbmeros de subunidades unidas no covalentemente. Los
EAATs son Na*/ K" dependientes, el transporte de una molécula de glutamato esta
acoplado al transporte de tres moléculas de Na* extracelulares que se intercambian
por una de K" intracelular. Estas moléculas no son solo co-transportadas, sino que el
Na* es requerido para la unién del Glu al transportador. Si bien los EAATs presentan
una alta especificidad por el glutamato, ésta no es absoluta ya que también puede
haber transporte de otras sustancias, como el aspartato, una caracteristica que ha sido
ampliamente usada para el estudio del sistema de captacién. También hay una amplia
variedad de inhibidores del transporte, entre los que figuran el dihidrocainato (DHK)
que bloquea especificamente al transportador GLT1 y el DL-treo-B-benziloxiaspartato
(TBOA) inhibidor competitivo no transportable que bloquea a todos los transportadores
de glutamato.

GLAST y GLT1 son los dos transportadores glutamatérgicos mas ampliamente
distribuidos en el SNC y sus niveles de concentracion varian dependiendo del areay el
tipo celular donde se analicen. GLT1 es predominante en casi todas las areas del SNC
pero se expresa en mayor concentracion en corteza, hipocampo, el talamo y bulbo
olfatorio. A nivel subcelular esta proteina se expresa como proteina funcional
exclusivamente en astrocitos y se concentra en la porcion de la membrana del
astrocito que enfrenta a los neuropilos. Se ha encontrado presencia de ARNm de
GLT1 en neuronas y estas pueden llegar a expresar la proteina ante una situacion
patoldgica o por manipulaciones experimentales (Lehre y col., 1995).

GLAST se encuentra altamente concentrado en el cerebelo y en la retina,
aunque en distintas proporciones en cada area y también se puede co-expresar con
GLT1. Se lo encuentra en astrocitos exclusivamente y no ha sido detectado en
neuronas. Este transportador se ubica en el cuerpo y los procesos astrocitarios por
igual, siendo el lado que enfrenta a los neuropilos el que presenta una mayor
aglomeracién de transportadores. GLAST es regulado por distintos factores, como por
ejemplo quinasas y factores de crecimiento (Chaudhry y col., 1995).

Por su parte, el transportador neuronal EAAC se encuentra altamente
concentrado en los ganglios basales, hipocampo y cerebelo pero comparado con los
transportadores gliales su concentracion en el SNC es extremadamente baja y dificil
de detectar con métodos de inmunomarcacién. EAAT4 se ha detectado en alta
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concentracion en la membrana de las células de Purkinje y en neuronas de la corteza
en forma intermitente durante el desarrollo. Su funcién la realiza en la zona
extrasinaptica y sobre todo en las espinas dendriticas (van Landeghem y col., 2001,
Gou y col., 2012).

La funcion mas importante de este grupo de proteinas transportadoras es, sin
duda, la captacién del glutamato luego de su liberacion al espacio sinaptico durante la
transmision de senales. La concentracion de Glu en el SNC es relativamente alta y
luego de ser liberado por las neuronas, el Glu difunde rapidamente hacia el espacio
extra-sinaptico. El transporte del neurotransmisor por parte de los EAAT evita su
difusion y de esta manera impide el efecto citotoxico del amino&cido. Los
transportadores son los Unicos que realizan este control de la difusion, de la activacion
de componentes extra-sinapticos y de la cantidad de glutamato que llega a sus
receptores durante la transmision nerviosa, evitando conjuntamente una sobre
activacion de los receptores y participando indirectamente en la regulacion de la
liberacion del neurotransmisor (Danbolt, 2001).

La captacion de glutamato varia durante el desarrollo de los organismos. En los
mamiferos, el nivel de re-captacion es bajo durante el periodo perinatal y aumenta en
las primeras semanas de vida, correlacionandose con el periodo de la sinaptogénesis
(Fonnum y col., 1992). Los transportadores GLT1 y GLAST estan presentes desde
etapas tempranas en el desarrollo, aunque en muy bajas concentraciones. Aumentan
durante la etapa de formacién de sinapsis que tiene lugar durante la segunda semana
postnatal, alcanzando niveles estables alrededor de los 35 dias postnatales. Ademas
de sus niveles de expresion, los transportadores varian su localizacion durante el
crecimiento. Inicialmente GLT1 se detecta en células indiferenciadas y GLAST en la
glia radial, luego ambos co-localizan en los astrocitos. Posteriormente, desde el dia
postnatal 6 y en adelante, estas dos proteinas funcionan exclusivamente en las células
de la glia (Northington y col., 1998). La captacion de Glu tiene puntos de regulacion a
lo largo de todo el sistema, empezando en la transcripcién del ADN y en la traduccién
de los ARNm, siguiendo por la sintesis de los transportadores, hasta su activacién en
la membrana. Uno de los méas importantes controles de la expresién de GLT1 lo
ejercen las neuronas. Los factores neuronales promueven la llegada del transportador
a la membrana del astrocito pero no activan su funcién y tienen poca influencia en la
expresion de otros transportadores como GLAST. Uno de los candidatos mas
estudiados, mediante la utilizacion de cultivos puros de astrocitos o condicionados con
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medios neuronales, es la tirosina quinasa, que activa MAP (de las siglas en inglés
mitogen-activated protein) quinasas y el factor CREB (del inglés: cAMP-responsive
element binding protein) de transcripcion (Gegelashvili y col., 2000). El polipéptido
pituitario activador de adenilato ciclasa (PACAP, por su sigla en inglés: pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide) promueve la expresion de GLT1 y GLAST,
por medio de la activacién de PKC y PKA.

La expresién de GLAST aparenta ser constitutiva y sus niveles pueden
aumentar a través de la activacion de los receptores de Glu y por presencia del propio
aminoacido. Por el contrario GLT1 parece requerir la accion de factores neuronales

para su expresion y mantenimiento (Munir y col., 2000).
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Figura 3. Esquema de la sinapsis glutamatérgica tripartita. Las flechas rojas indican el
camino del glutamato (Glu) en el ciclo de glutamina (GIn)- Glu. Paralelamente se diagrama la
funcién de la sinapsis ante la llegada de un estimulo. TCA: ciclo del &cido tricarboxilico; PAG:
enzima glutaminasa vGIuT-1: transportador glutamatérgico vesicular; NMDA, KA, AMPA, mGilu

2/3 y 5: receptores de glutamato; GLT1, GLAST y EAAC1: transportadores glutamatérgicos;

GS: enzima glutamina sintetasa; circulos amarillos: mitocondrias.
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3. Fisiologia del estrés

El término “estrés” proviene de la fisica, donde hace referencia a la presion que
un cuerpo ejerce sobre otro, siendo el que recibe mas presién el mas vulnerable a
romperse. Esta definicién fue adoptada por la psicologia y dio origen a la primera
definicion aplicada de estrés tal cual la conocemos hoy en dia. Fue Walter Cannon, a
principios del siglo XX, quien describié la influencia de los factores emocionales sobre
la secrecion de AD y posteriormente desarroll6 el concepto de "reaccion de lucha o
huida". Durante el desarrollo de su trabajo también describié el término homeostasis,
refiriéndose al conjunto de procesos fisioldgicos que mantienen a un organismo en
equilibrio, regulando las sefales del medio externo y de las acciones del sistema
interno (Cannon, 1935). Posteriormente Hans Selye describié el "sindrome general de
adaptacion” donde plante6 que el estrés es el estado en el cual un organismo se
encuentra luego de someterse a cualquier demanda inespecifica del ambiente (Selye,
1976). De esta manera, definié al sindrome general de adaptacibn como un proceso
de tres etapas (figura 4):
1. reaccién de alarma: cuando el organismo detecta el estimulo externo de estrés
2. adaptacion: cuando el cuerpo toma contramedidas defensivas hacia el agente
estresante
3. agotamiento: cuando comienzan a decaer las defensas del organismo contra el
estimulo

Asi el estrés, segun Selye, incluye dos situaciones diferentes: el distrés,
cuando hay consecuencias negativas para el sujeto y el eustrés, cuando no hay
consecuencias (0 pueden generarse situaciones benéficas) para el organismo
estresado (Selye, 1936). Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud define el
estrés como "el conjunto de reacciones fisiolégicas que preparan al organismo para la
accion" y la definicion mas actualizada explica que estrés es una consecuencia de la
interaccion de los estimulos ambientales y la respuesta del organismo que los percibe.
Por lo tanto, en este trabajo vamos a tomar al estrés como una condiciéon donde se
perturba el balance fisiolégico del organismo y se desencadena una respuesta del
mismo para reestablecerlo. Mientras que un agente de estrés es el evento que desafia
a la homeostasis.

Las situaciones de estrés son diferencialmente percibidas por los distintos
individuos. Dependiendo de la resistencia o vulnerabilidad de cada uno, el estrés

29



Introduccion

dejara secuelas permanentes en el individuo o sera superada sin consecuencias. En el
caso de un organismo vulnerable, con estrategias inapropiadas para enfrentar factores
que generan estrés, el efecto de esta situacion serd permanente mientras que los
organismos capaces de enfrentar adversidades con respuestas adecuadas percibiran
el factor de estrés como una minima amenaza que superardn sin perturbacion
permanente. Estas variaciones en las respuestas al estrés dependen de las
experiencias pasadas, del género y la edad de los individuos, asi como también de su
estructura genética (Franklin y col., 2012). El manejo de la situacion de estrés es
esencial para minimizar su impacto. La estrategia de enfrentamiento a los agentes de
estrés varia entre los organismos y depende fundamentalmente de como el sistema
neuroendocrino e inmunoldgico responde a esta condicién (Zozulya y col., 2008,
Mason, 1971).

Multiples actores del sistema neuroendocrino son activados por accién de los
factores del estrés. Entre estos, el SN auténomo (SNA) y el eje hipotalamo-hipofisario
adrenal (HHA), son los mas estimulados. EI SNA regula la homeostasis del organismo,
cuando el estimulo estresante es percibido el SNA promueve la liberacion de
catecolaminas desde la glandula adrenal, mediante la activacién del sistema
simpatico. Las catecolaminas como la AD y la NA, tienen efecto glucogenoalitico,
promueven el aumento de la frecuencia respiratoria, del ritmo cardiaco y de la presion
arterial, como también fomentan la irrigacion de los érganos vitales (Arnsten, 1997).
Paralelamente, en el SNC, el hipotdlamo comienza a liberar desde su nucleo
paraventricular la hormona liberadora de corticotrofina (CRH, de su sigla en inglés:
corticotropin releasing hormone) y desde la eminencia media libera vasopresina (VSP).
Estos actuan en la hipdfisis promoviendo la sintesis y liberacion de la hormona
coticotrofina (ACTH, de sus siglas en inglés: adrenocoticotropic hormone). Una vez
liberada al sistema circulatorio la ACTH llega a su érgano blanco, la glandula adrenal,
donde estimula la liberacion de corticoides en sus dos formas, mineralocoticoides (MC)
y glucocorticoides (GC) (Axelrod y Reisine, 1984). El més importante de los GC entre
los mamiferos es la corticosterona (en los humanos es el cortisol) que tienen multiples
funciones en todo el organismo. Por ejemplo: disminuyen la respuesta inflamatoria,
regulan la excrecién de agua, controlan la sintesis de proteinas, influyen sobre la
neurotransmisién en diversos sistemas y puede inhibir su propia secrecion por
retroalimentacién negativa sobre el hipotalamo y la hipdfisis, regulando su propia

respuesta. Todas estas hormonas se conocen como las hormonas de estrés y son las
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encargadas de preparar al organismo para la lucha o la huida (Cahill y McGaugh,
1998, Chrousos y Gold, 1992).

Por otro lado, el estrés tiene un marcado efecto sobre los distintos sistemas de
transmision que integran el SNC. Tanto el estrés como los glucocorticoides,
directamente, pueden afectar desde la liberacion de NT, la funcion de los receptores,
la re-captacion de moléculas, hasta la formacién o deplecion de contactos sinapticos.
Los efectos del estrés sobre el SN varian segun el agente de estrés percibido: el
estrés fisico activa el tallo cerebral y regiones del hipotdlamo, mientras que el estrés
de tipo emocional actla sobre la amigdala, el hipocampo y la corteza frontal, entre
otros. Esto conlleva cambios en los procesos de memoria, de aprendizaje, de toma de
decisiones y finalmente modifica el comportamiento del organismo (McEwen, 2007).
La duracién temporal del agente de estrés influye directamente sobre la respuesta del
SN, los agentes agudos activan respuestas rapidas, sistemas que permitan un retorno
a la homeostasis en corto plazo. Entre estos sistemas se encuentran las monoaminas,
como la AD, la DA y la 5-HT cuya liberacion se activa durante la etapa de evaluacion
del evento estresante. Su accion es rapida y activan al HPC, a la amigdala, a la CF y
al nacleo accumbens. La DA promueve el procesamiento sensorial, la evaluacion del
riesgo y el desarrollo de estrategias de accion, su actividad deprime las conexiones
glutamatérgicas entre la amigdala y la CF, dos importantes areas en el procesamiento
de emociones. Por su parte la 5-HT reduce los comportamientos en la instancia de
post-estrés. En el hipocampo la NA promueve la actividad sinaptica, que también es
controlada por el rapido aumento de GC. Por otro lado, en esta area, el estrés
aumenta la liberacion de 5-HT y el aumento de GC afecta la liberacién de Glu (Joels y
Baram, 2009). Se ha demostrado que, la actividad de los receptores, AMPA y NMDA,
se potencia separadamente en la CF mientras que en el HPC la potenciacion de
NMDA es dependiente de AMPA para la generacion de LTP en situaciones de estrés.
En el HPC los aminoacidos excitatorios y los GC en niveles normales aumentan la
funcion sinaptica y promueven formacion de memoria, mientras que cuando estan
elevados tienen la influencia opuesta.

Los agentes de estrés cronico, permanecen en el tiempo y generan niveles de
GC altos y sostenidos. Esto tiene como efecto la reduccién de las dendritas, la
retraccion de conexiones sinapticas y la supresion de la neurogénesis. En la CF, entre
los efectos del estrés crénico, se ha observado un decaimiento del eflujo de Glu y de

las arborizaciones dendriticas. También se encontraron altos niveles de los receptores
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AMPA y NMDA (McEwen, 1999). Se ha demostrado que los GC regulan procesos
cognitivos a través de la regulacion de los receptores de Glu. En forma aguda pueden
facilitar la memoria de trabajo (dependiente de la CF) y la declarativa (en el HPC) pero
en una condicién crénica o de niveles de GC muy elevado, interrumpen esta funcién
en ambas areas (Henckens y col., 2011). Resulta claro entonces que la combinacion
de la diversidad de agentes de estrés, el contexto del habitat, la base genética del
organismo, el género, la edad y el estado fisiolégico (como el ritmo circadiano) del
individuo que esta sometido a estrés, crean una compleja matriz de efectos y
respuestas ante la situacion.

Todos los cambios, hasta hoy registrados, que genera el estrés se evaluaron
utilizando diversos modelos de experimentacién. Debido a que muchas de las
problematicas de la sociedad moderna se basan en las consecuencias que la
exposicion al estrés crénico generan sobre el individuo, se han desarrollado algunos
estudios con humanos que consisten en la recopilacion de informacién retrospectiva y
datos prospectivos sobre los individuos que pasaron por situaciones estresantes. Aun
asi, la mayor parte de los estudios para evaluar al estrés se basan en la
experimentacion con modelos animales que han permitido la identificacion de actores,
mecanismos y dafnos generados por el estrés y que facilitaron la base de posibles
terapias para el tratamiento o prevencion de sus efectos. Los modelos de estrés mas
aplicados en experimentacion se basan en:

1- Modelos de estrés fisico: son los que aplican agentes como temperatura baja,
inmersion en agua, aplicacion de corriente eléctrica y el estrés por inmovilizacion.

2- Modelos de estrés psicoldgico: aplican agentes como aislamiento social, presencia
de predadores, cambios de ritmo circadiano,

3- Modelos de estrés variables: usan agentes de mediana intensidad que se aplican en
forma impredecible (variada en el tiempo). Usan estrés fisico y emocional en forma
combinada y disminuyen la posibilidad de habituacién o resistencia al agente de
estrés.

Todos estos modelos se aplican en diferentes animales de experimentacion y
en diferentes etapas del desarrollo del organismo como puede ser en la etapa
prenatal, en la infancia, en la adolescencia y en la adultez, dependiendo del objetivo
de estudio (Bhatia y col., 2011).
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Figura 4. Esquema de las fases del estrés. Se puede observar como reacciona un organismo

ante un estimulo estresante (linea azul)

3.1. Estrés prenatal

Los eventos adversos durante periodos criticos del desarrollo pueden afectar
diversas funciones fisiolégicas como el metabolismo, el crecimiento y la reproduccién
de los organismos, y también su comportamiento. Los agentes de estrés pueden tener
efectos a largo plazo y promover variaciones permanentes en todas estas funciones.
Uno de los periodos criticos del desarrollo de un organismo es la vida fetal o el estadio
prenatal. Durante esta etapa todos los sistemas se encuentran en formacion, con una
alta tasa de divisidén celular por lo que son especialmente vulnerables a insultos que
podrian programar o desviar algunas funciones de su desarrollo normal dando como
resultando un organismo susceptible a futuras condiciones adversas durante la vida
postnatal. También pueden ser influenciados otros periodos criticos del desarrollo,
como la etapa perinatal y la adolescencia donde el sistema continda siendo labil y
reprogramable en sus funciones por el efecto de los factores ambientales.

Empleando distintos modelos de experimentacién numerosos estudios han

concluido que el estrés prenatal (EP) afecta a largo plazo la funcién neuronal normal y
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aumenta la posibilidad de desarrollar desordenes comportamentales y emocionales en
la vida adulta. Pero también se han observado cambios inmediatos, como por ejemplo
la alta secrecidén de glucocorticoides, en las ratas, como reflejo de la hiperactivacion
del eje HHA. Este aumento se ha convertido en un marcador del paradigma de estrés
gestacional (Maccari y Morley-Fletcher, 2007). Asi mismo, en los humanos, el bajo
peso en los neonatos es considerado como un indice de estrés durante la gestacion
(Wainstock y col., 2014).

Durante la gestacion de los mamiferos, la placenta expresa genes para la
sintesis de CRH placentaria (CRHp) la cual aumenta con el transcurso de la prefiez.
Esta forma de la hormona se comporta diferente a la CRH hipotalamica debido a la
expresion de diferentes factores y co-activadores en los diferentes tejidos. Por otra
parte, la enzima placentaria 113- hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B-HSD), que
inactiva a los GC, evitando su paso a través de la placenta, también aumenta durante
la prefiez. Todos estos factores, en niveles normales, son necesarios para la
maduracién del feto pero si los niveles se elevan por encima de sus niveles
fisiologicos, como ocurre en situaciones de estrés, se puede alterar el desarrollo del
feto. La produccién de GC en esta situacion promueve la produccién de CRHp que
genera a su vez una retroalimentacién positiva sobre la produccion de CRH, ACTH y
corticosterona/ cortisol, al mismo tiempo que reduce la sintesis y actividad de la 11B3-
HSD, permitiendo un mayor pasaje de GC a través de la placenta. Conjuntamente este
cambio promueve una reduccién en la expresién de receptores de GC en el
hipocampo del feto, lo que lleva a interrumpir la comunicaciéon con el hipotadlamo y
aumenta la actividad de HPA. Asi, el feto recibe una mayor cantidad de corticoides en
su sistema, lo que afecta la trayectoria de su desarrollo (Beydoun y Saftlas, 2008,
Sandman y col., 2011).

3.2. El estrés prenatal en estudios con humanos

La expresion de diversas patologias que comprometen tanto la funcién motora
como la cognitiva ha sido relacionada al estrés durante la gestacion. Las
consecuencias del estrés prenatal que han sido observadas con una mayor incidencia
son los nacimientos prematuros, neonatos de bajo peso, retrasos en el inicio del habla
y en el inicio de las actividades locomotoras de los infantes. También se encontraron

correlaciones con la incidencia de trastornos comportamentales como el déficit de
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atencion y trastornos en la memoria y en el aprendizaje. Se ha podido comprobar que
los sujetos, cuyas madres sufrieron estrés durante el embarazo, presentan una alta
vulnerabilidad a desarrollar enfermedades cardiovasculares, desérdenes metabdlicos y
trastornos psiquiatricos del tipo de la esquizofrenia, la depresién y los des6rdenes de
ansiedad, asi como una propension al consumo de drogas de abuso (Beijers y col.,
2014).

Los efectos del estrés gestacional en los seres humanos han sido evaluados
mediante dos tipos de estudios, los retrospectivos y prospectivos. Los estudios
retrospectivos evaluaban madres que asumen haber sufrido algun tipo de estrés
durante sus embarazos como pueden ser los periodos de guerra, presenciar desastres
naturales o algun trauma emocional significativo. Los estudios prospectivos se realizan
con mujeres embarazadas recientemente expuestas a algun tipo de agente de estrés
que se determina durante el estudio y realizan también el seguimiento del neonato
durante distintos periodos de crecimiento. Estos estudios han arrojado diversos
resultados que apoyan la relaciébn entre el estrés prenatal y la expresion de
psicopatologias en humanos (Graignic-Philippe y col., 2014).

Algunos de los estudios retrospectivos mas representativos han mostrado que,
al evaluar a nifios de diez afios de edad cuyas madres dijeron haber sufrido ansiedad
durante su embarazo, estos presentaban altos niveles de cortisol. Paralelamente los
mismos nifos mostraban una correlacion positiva entre el EP y la presencia del
desorden de hiperactividad y deficiencia de atencion (DHDA) (van den Bergh y col.,
2006). Otro estudio revelo que las mujeres que presentaban estrés post-traumatico y
que habian cursaron su embarazo durante la época del holocausto y la segunda
guerra mundial, tenian hijos que no presentaban desordenes emocionales o cognitivos
pero que mostraban altos niveles de cortisol en sangre y alteraciones metabdlicas
(Yehuda, 2002). Opuesto a estos resultados, un estudio con mujeres embarazadas
durante el atentado al Word Trade Center en Nueva York en 2001, también
diagnosticadas con estrés post-trauméatico, demostrd que sus hijos, al afo de edad,
presentaban una disminucién en los niveles de cortisol (Yehuda y col., 2005). El
proyecto Ice storm es uno de los primeros estudios prospectivos que se enfoc6 en un
grupo de 100 infantes cuya gestacién ocurrié durante el desastre natural ocurrido en
Quebec en 1998, que dejo a gran parte de la poblacion sin electricidad durante 6
semanas en el mes mas frié del ano. Hasta la fecha el analisis de los resultados sigue

en proceso, pero las primeras evaluaciones indicaron que los nifos, presentan una

35



Introduccion

funcion cognitiva y linguistica més pobre que los controles (nifios de madres
embarazadas posterior a la tormenta) y déficit en actividades de juego (King y
Laplante, 2015). Otros estudios demostraron que altos niveles de ansiedad y
depresion durante la gestacién producen infantes con alteraciones en la expresién del
comportamiento ante el miedo. Asi mismo se correlaciond en forma positiva, que los
hijos de madres que padecieron ansiedad durante el primer trimestre de embarazo
presentan una reduccion en el volumen de la sustancia gris en areas cerebrales como
la CF, el cerebelo y el hipocampo, que se saben involucradas en funciones cognitivas
como el razonamiento, la atencién, la memoria de trabajo, el lenguaje y el aprendizaje

(Sandman y col., 2011).
3.3. El estrés prenatal en modelos animales

A pesar de la relevancia de realizar estudios en humanos para poder
determinar las consecuencias del EP directamente sobre esta poblacién y sobre todo
poder evitar las dificultades y riesgos de realizar extrapolaciones de resultados entre
especies, este grupo de estudio presentas serias limitaciones. Uno de los mayores
retos de los estudios prospectivos ha sido poder encontrar mujeres embarazadas que
hayan sufrido eventos verdaderamente independientes y que no sean consecuencia
de rasgos de personalidad relacionados con la herencia y el medio donde se
desarrollaron. Asi mismo una gran limitacion de los estudios retrospectivos es evitar
las subjetividades de quienes relatan una historia de vida y el impedimento de realizar
mediciones fisioldgicas durante la exposicién al estimulo estresante. Es por estas
razones que la mayoria de los trabajos sobre los efectos del estrés gestacional se han
realizado empleando modelos animales. Estos modelos ofrecen la ventaja de realizar
experimentos con individuos distribuidos al azar y controlar el tipo de estimulo
estresante en términos de su intensidad, duracion y el momento en que se aplica.
También se puede evaluar las consecuencias sobre las crias en diferentes etapas, o
que permite un seguimiento y determinaciones mas precisas. Asi los experimentos con
modelos animales nos permiten entender los mecanismos por los cuales el EP afecta
el desarrollo del SNC y sus consecuencias, al mismo tiempo que se pueden realizar
hipdtesis sobre este procesos para ser evaluadas en los humanos (Charil y col., 2010,
Weinstock, 2001).
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Los protocolos que se emplean para el estudio del EP en modelos animales de
experimentacién son de diversos tipos. En general, varian en el tipo de estrés
aplicado, en el tiempo de aplicacion, en el momento del desarrollo en que se estudia y
en la especie de animal que se emplea (Huizink y col., 2004). Independientemente del
tipo de paradigma de estrés utilizado, la mayoria de estos estudios coinciden en que
las crias sometidas a EP presentan variaciones en la funcién del eje HHA, disrupcién
de las funciones neuronales, repuestas exacerbadas a situaciones de estrés y
desordenes comportamentales (Maccari y Morley-Fletcher, 2007). Uno de las
consecuencias del EP mejor descripta es la alteracién del eje HHA la cual se basa en
una caida de los niveles de los receptores de GC en el HPC del feto, lo cual promueve
una disminucion en la sefnal de retroalimentacion negativa del eje, llevando a un
aumento de los GC en circulacion en el feto. El exceso de los corticoides en este
periodo del desarrollo produce cambios en el metabolismo, en el sistema
cardiovascular y desbalances en el SN entre otros efectos a largo plazo (Cottrell y
Seckl, 2009).

3.3.1. Efectos del estrés gestacional sobre parametros conductuales

La mayoria de los cambios emocionales y de comportamiento que se
encuentran estandarizados en el humano para detectar sintomas de diversas
condiciones neuropsiquiatricas no son posibles de evaluar en los modelos animales.
Por esta razén, los estudios comportamentales en experimentacion basica miden
parametros de comportamientos en contextos controlados que emulan aquellos
medidos en los humanos, por ejemplo: la pérdida de interaccion social, cambios en el
manejo de situaciones de estrés, la aparicion de anhedonia y ansiedad entre otros. A
lo largo del tiempo se ha desarrollado una importante bateria de pruebas para evaluar
estos parametros, que se valen de las respuestas de los individuos de
experimentacion a estimulos artificiales para promover esos comportamientos.
Aplicando estas pruebas, diversos estudios han demostrado que las crias de ratas y
ratones sometidas a EP permanecen inmoviles por méas tiempo que los controles en el
test de nado forzado, observandose que las hembras permanecen inmoviles por un
tiempo aun mas prolongado que los machos. Esto indica que las hembras EP tienen
un menor manejo de las situaciones estresantes lo cual también coincide con sus altos

niveles de anhedonia (Keshet y Weinstock, 1995, Alonso y col., 2000). Otra prueba

37



Introduccion

muy utilizada en la evaluacion de la ansiedad y de reaccién al miedo es el laberinto en
cruz elevado, donde se mide el tiempo en que los animales pasan recorriendo los
brazos abiertos de la cruz o los brazos cerrados. En el caso de ratas EP, estas
permanecen menor tiempo en espacios abiertos, lo cual indica un aumento en el
comportamiento ansioso comparado con las ratas controles (Vallee y col., 1997).Tanto
las hembras como los machos EP jévenes muestran un comportamiento inadecuado
en el test de suspension por la cola, ya que permanecen inmdviles por mas tiempo
cuando se los suspende y les toma mayor cantidad de tiempo reaccionar ante el
mismo estimulo, lo que coincide con una respuesta de tipo depresiva (Zhang y col.,
2013). En test de evaluacion de la memoria y el aprendizaje, como el laberinto de
agua, las ratas EP muestran un menor puntaje que las controles ya que no aprenden a
relacionar las claves para completar el aprendizaje durante la prueba y también
expresan déficits en el reconocimiento de objetos novedosos lo cual demuestran
deficiencia en la memoria, un sintoma tipico del estrés postraumatico, de la depresién
y de otros desordenes neurofisiolégicos (Lemaire y col., 2000). En las pruebas de
evaluacion de sintomas relacionados con la esquizofrenia y otros trastornos
psiquiatricos, las ratas EP muestran una reduccién en el tiempo de respuesta lo cual
indica una menor reacciéon sensomotora (Koenig y col., 2005). Los individuos de los
modelos de EP muestran sensibilidad elevada a anfetaminas, normalmente usadas en

la evaluacién de psicosis y en los desoérdenes de personalidad (Wilson y Terry, 2013).

3.3.2. Efecto del estrés prenatal sobre la morfologia y funcién del sistema

nervioso

Las estructuras cerebrales, como la CF y el HPC, intervienen en los procesos
de aprendizaje, de memoria y de respuesta al estrés. Debido a que las perturbaciones
comportamentales observadas en individuos EP estan directamente relacionadas con
estos procesos, es que gran porcentaje de los estudios sobre los efectos fisiolégicos
del estrés gestacional se enfocan en la CF y en el HPC (Weinstock, 2011, Huizink y
col., 2004). Se ha comprobado que las ratas expuestas a EP tiene una reduccion en el
tamano del HPC concomitantemente con pérdida de neuronas. En particular, el estrés
por inmovilizacion aplicado en la dltima semana de gestacion resulta en una menor
proliferacion celular en el area del giro dentado en las crias machos y una disminucién

de la cantidad de espinas dendriticas en las células piramidales de la CF (Murmu vy
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col., 2006, Lemaire y col., 2000, Stefanis y col., 1999). Mas aun, se ha demostrado
que el EP produce una reduccién de hasta 30 % en el numero de sinapsis y en los
niveles de neurogénesis, lo que conllevaria una reduccién en la generacién de la LTP,
dafios en la funcién cognitiva y déficits en distintos tipos de memorias, alteraciones
que fueron comprobadas tanto en ratas como en ratones EP machos (Lui y col., 2011,
Fujioka y col., 2006).

Trabajos anteriores realizados por nuestro laboratorio, han demostrado que el
estrés por inmovilizacién promueve un aumento de los receptores dopaminérgicos de
tipo D2 en diferentes areas del cerebro, como la corteza, el nucleo accumbens y la
region hipocampal CA1 (Berger y col., 2002). Posteriormente encontramos que el
aumento del receptor D2 en el nucleo accumbens conlleva una pérdida de la normal
asimetria del sistema entre los dos hemisferios cerebrales de los animales EP y la
pérdida de esta caracteristica no se producia en el caudado putamen (Adrover y col.,
2007). En este mismo sistema de neurotransmision se evalué la expresion de los
factores de transcripcion dopaminérgicos, Nurri y Pitx3 y de la enzima TH. Los
resultados mostraron que el factor Nurri presenta una expresion elevada en los
machos EP a distintas edades, mientras que Pitx3 presentaba un aumento Gnicamente
en las ratas adultas (60 DPN). En este modelo la TH mostré una disminucién
significativa en ratas de 7 DPN y recuperé niveles normales de expresion a los 28 DPN
de los individuos EP (Katunar y col., 2009, Katunar y col., 2010). En edad adulta los
machos EP mostraron altos niveles de TH en el area tegmental ventral y una mayor
susceptibilidad a los efectos de la 6-hidroxi-DA (Baier y col., 2014). En su conjunto
estos resultados indican que el estrés durante el desarrollo fetal afecta directamente al
sistema dopaminérgico e induce una alta susceptibilidad a los insultos neuroquimicos,
especialmente en el area mesolimbica. El trabajo de Silvagni y col (2008) puso en
evidencia que la estimulacién de los individuos EP mediante la aplicacién de
anfetaminas genera un aumento de los niveles de DA en el nucleo accumbens,
mientras que Carboni y col (Carboni y col., 2010), mostraron que este tratamiento
induce una disminucién de la liberacién del neurotransmisor en la CF de las ratas
estresadas durante la gestacion. Resultados de estudios mas recientes demostraron
que, el estrés gestacional provoca una reduccién de los niveles del receptor D2 en el
HPC de ratas prepuberes, conjuntamente con una reduccion de los arboles dendriticos
neuronales de esta area cerebral. Por otra parte las ratas EP adultas mostraron una

disminucién en la expresion del receptor de estrégenos en la CF y en el HPC (Pallares
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y col., 2013a). Debido a que el desarrollo del sistema dopaminérgico es influenciado
por los andrégenos y que el EP modifica los niveles de testosterona (Pallares y col.,
2013b) estos resultados sugieren que el insulto gestacional podria modificar el efecto
la organizacional de los andrégenos durante etapas criticas del desarrollo cerebral en
los individuos macho, modulando asi la actividad de la DA.

La exposicion a estrés durante la gestacién promueve alteraciones en distintos
puntos del sistema glutamatérgico. Uno de los efectos mas estudiados se produce a
nivel de la liberacién del neurotransmisor al espacio sinaptico, donde se han registrado
disminuciones en los niveles de glutamato, acompafado por un desbalance en la
relacion Glu/ GABA, dos medidas correlacionadas con las expresién de desérdenes
emocionales como la ansiedad, la depresién y los trastornos de la memoria (Chen vy
col., 2010). También se han detectado disminuciones en los niveles de los receptores
glutamatérgicos en la postsinapsis por una caida en la fosforilacion de sus
subunidades NR1 y NR2 del NMDA con disminucién del mismo receptor en areas
corticales (Kinnunen y col., 2003). Otros estudios han observado un aumento en la
expresion de NMDA y mGIuR, en el HPC, en la amigdala, en el caudado putamen'y el
cuerpo estriado (Marrocco y col., 2012) y modificaciones en los valores de ARNm de
las subunidades del NMDA en las crias de ratas sometidas a estrés durante la prenez
(Weinstock, 2008). Empleando un modelo de estrés variable por inmovilizacion Zhang
y col (2013) hallaron bajos niveles de fosforilacién de GluR1 en el HPC de machos y
hembras EP, concomitantemente con menores niveles de ARNm de GLT 1 en esa
area y en la CF. La funcién de los receptores mGlu | en el HPC mostré una
disminucion en las hembras EP pero un incremento en la misma area en los machos
(McCormick y col., 1995). En algunos modelos de EP, las hembras muestran una
reduccion en el nivel de expresion de las subunidades del receptor NMDA, NR1 vy
NR2a, en la CF y bajos niveles del receptor metabotrépico GIuR 5 en el HPC y en la
CF (Van den Hove y col., 2013). En nuestro laboratorio, estudios previos mostraron
que el estrés gestacional modificaba la presencia de los receptores en la membrana
celular de las neuronas de la corteza, del area CA1 y del nucleo accumbens. ElI EP
producia un incremento de NMDA en dichas areas y un aumento del receptor
metabotrdpico Il en la corteza unicamente (Berger y col., 2002). Por otra parte, Barros
y col (2006a) encontraron que las ratas EP adultas, de 90 DPN, presentan en la CF,
en el cuerpo estriado y en la regién CA1 del hipocampo una pérdida de contactos
sinapticos y presencia de hipertrofia astroglia. Puesto que la funcién glutamatérgica se
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basa en la relacién estrecha entre las neuronas y la astroglia circundante, estos
resultados estarian sugiriendo que la via del neurotransmisor glutamato estaria
danada en el cerebro de la cria estresada prenatalmente.

El conjunto de investigaciones realizadas hasta la actualidad, han expuesto al
estrés prenatal como un factor de influencia en el desarrollo del SN y posteriormente
en la expresion de los comportamientos asociados. Entre sus efectos encontramos la
reprogramacién de los sistemas de neurotransmision y la modificacion en sus
funciones, que son fundamentales en la regulacién e integracién de multiples procesos
cognitivos. Asi mismo, como se expuso anteriormente, diversos autores han
establecido, que el EP es un modelo experimental que puede reproducir, en los
sujetos de estudio, sintomas y rasgos asociados a diversas psicopatias y
enfermedades neurodegenerativas. Paralelamente, gran interés ha surgido en los
ultimos afos sobre el neurotransmisor glutamato, ya que se han detectado deficiencias
en el funcionamiento de su sistema de neurotransmisién en cerebros afectados por
diversos desordenes neurofisioldgicos como la depresion, el desorden bipolar y la

esquizofrenia.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo se orienta a determinar los efectos del
estrés, aplicado durante la gestacion, sobre la neurotransmision glutamatérgica a fin
de evaluar sus consecuencias neurolégicas en la rata adulta. Para obtener un
conocimiento mas completo acerca de como se encuentra el sistema glutamatérgico
en sujetos adultos que sufrieron estrés prenatal, se postuld la siguiente Hipotesis de
trabajo: “El estrés prenatal genera cambios en puntos clave de la sinapsis del sistema
glutamatérgico, alterando el funcionamiento de la corteza frontal, el hipocampo y las
funciones que regulan”. Para poner a prueba esta hipétesis se plantearon diferentes
objetivos especificos.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del estrés prenatal sobre el metabolismo del glutamato

en cerebro de ratas.

I. Cuantificar, mediante la técnica de cromatografia liquida-espectroscopia de masa,
el aminoacido glutamato y otros metabolitos derivados en la corteza frontal y el
hipocampo de ratas sujetas a estrés prenatal y en los controles de referencia.

Il. Realizar la cuantificacion en machos y hembras jovenes y adultas.

2. Determinar el nivel de expresion del transportador vesicular, vGluT-1 en el

modelo de estrés prenatal.

I. Evaluar mediante inmunohistoquimica los niveles del transportador vesicular
vGIluT1 en la corteza frontal y el hipocampo de individuos controles y estresados
durante la gestacién.

II. Realizar la cuantificacién en ratas macho y hembra en edad adulta.

[ll. Realizar, mediante microscopia electronica, una evaluacién morfolégica de la
sinapsis glutamatérgicas en la corteza frontal y el hipocampo de las ratas adultas.

3. Evaluar la liberaciéon del neurotransmisor glutamato en respuesta a la

estimulacion de las células cerebrales.

I. Cuantificar, mediante la técnica de superfusion, el porcentaje de glutamato liberado
después de aplicar un estimulo despolarizante en la corteza frontal y el hipocampo de
ratas estresadas prenatalmente y controles.
Il. Realizar la cuantificacién en ratas macho y hembra adultas.

4. Medir el nivel de expresion de los receptores del sistema glutamatérgico.

I. Evaluar los niveles de los receptores, NMDA y AMPA, en la corteza frontal y el
hipocampo de ratas de ambos grupos experimentales.

II. Realizar la cuantificacién en ratas macho y hembra adultas.
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[ll. Medir la expresion de ARN mensajero de las proteinas, NR1 y GluR4, en los
mismos animales de experimentacion.
IV. Realizar la cuantificacién de ARN mensajero, en ratas macho y hembra adultas.

5. Evaluar la expresion de los transportadores glutamatérgico, GLT1 y GLAST

en el modelo de estrés prenatal.

I. Evaluar los niveles de la proteina de los transportadores de glutamato, GLT1 y
GLAST, en la corteza frontal y el hipocampo de ratas de los dos grupos
experimentales.
Il. Realizar la cuantificacion en ratas macho y hembras, jévenes y adultas.
[ll. Realizar la cuantificacion del ARN mensajero de las proteinas de ambos
transportadores en la corteza frontal y el hipocampo de las ratas de ambos
tratamientos
IV. Realizar la cuantificacién en ratas macho y hembras adultas.

6. Evaluar la funcion de los transportadores glutamatérgico, GLT1 y GLAST en

el modelo de estrés prenatal.

[. Medir la captacion de glutamato en dos fracciones cerebrales: glial y neuronal. Esta
medicién se realizara en la corteza frontal y el hipocampo de ratas de ambos grupos
de experimentacion.

Il. Realizar la cuantificacién en ratas macho y hembra adultas.
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Materiales y Métodos

1. Materiales utilizados
1.1. Drogas y reactivos

1-3C-glucosa (Cambridge Isotopes laboratorios Inc.), 2-B-mercatoetanol
(Amersham), 3,3 "-diaminobencidina (DAB) (Sigma-Aldrich). Acido acético glacial, acido
ascorbico (Merk), acido etilen diamino tetracético (EDTA) (Syntex), acido fosférico 85%
(Sigma-Aldrich), acido perclorico (Merk), acrilamida (GE Healthcare), azul de
coomassie G-250, azul de bromofenol (Invitrogen life technologies). Bicarbonato de
sodio (Sigma-Aldrich). Carbonato de sodio (Anedra), clorhidrato de Xilasina (Kensol
Kdnig), cloruro de calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio (Anedra). Deoxicolato de
sodio  (Sigma-Aldrich), dihidrokainato (DHT), DL-ditiotreitol (Sigma-Aldrich),
dodecilsulfato sodico (SDS) (Invitrogen life technologies). ECL premix luminata
crescendo y ECL plus (Millipore), enzima Superscript Il (Invitrogen life technologies),
estreptavidina peroxidasa (Sigma-Aldrich), etanol 95% (Merk). Filtros de fibra de vidrio
(G/FB Whatman), fluoromount Aqueous Mounting Medium (S3023, Dako), Folin
Ciocalteu (Anedra), fosfato de potasio (Anedra), Fredn. Glicerol (Merk), glucosa
(Anedra), glutaraldehido (Sigma-Aldrich). Heparina (Veinfar), HEPES (Sigma-Aldrich),
hidroxido de sodio (Anedra). IGEPAL CA-630 e inhibidor de proteasas (Roche).
Ketamina (Holliday® Scott- Argentina). L-[3,4-°H]-acido glutdmico (Perkin Elmer).
Medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich), metilen-bisacrilamida (GE Healthcare). Nitrito
de sodio (Anedra). Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer). Paraformaldehido y Percoll
(Sigma Aldrich), peroxido de hidrogeno 30% (Merk), persulfato de amonio (Sigma-
Aldrich, polifluoruro de polivideno (PVDF. Immobilon, Millipore), polyATrack Il
(Promega). Sacarosa (Anedra), seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich), sodio acetato
anhidro (Anedra), sulfato de amonio (Sigma-Aldrich), sufato de cobre, sulfato de
magnesio y sulfato de sodio (Anedra), suero fetal bovino (Sigma-Aldrich), SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). Tartrato de sodio (Merck), TEMED (Ge
Healthcare), threo-B-benziloxiaspartato (TBOA) (Tocris Bioscience), tris-HCI y triton-X
100 (Sigma-Aldrich), TRIzol® (Invitrogen life technologies), Tween-20 (Sigma-Aldrich).
Xileno (Merck).
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1.2. Anticuerpos

Los anticuerpos obtenidos en conejo fueron: anti GLT1 y anti GLAST (donado
por el Dr. Niels Danbolt), anti NR1¢ (sc-9058, Santa Cruz), anti GluR4 (8070, Cell
Signaling), anti GS (G2781, Sigma Aldrich), anti vGluT-1 (135 303, Synaptic System).
Los siguientes anticuerpos fueron obtenidos en raton: anti actina (MAB1501R,
Millipore), anti sinaptofisina (S5768, Sigma-Aldrich). Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron: anti IgG de conejo-HRP (P0217) y anti IgG de ratén-HRP (P0447)
(Dako Cytomation). Anti IgG de conejo-biotinilado (B7389, Sigma-Aldrich), anti IgG de
raton Alexa fluor 488 (A- 11001, Invitrogen) y anti IgG de conejo cy3 (711-165-152,
Jackson Inmuno Research)

1.3. Equipos

Barno termostatico con agitacion (Dubnoff), bomba peristaltica (Blue Solution).
Caja oscura acoplada a una camara digital (Leica), centrifuga (Sorvall) con rotor SM24
o rotor SS34, contador de centelleo liquido B (Wallac), cortador de tejido (Chopper,
Mcllwain), criéstato (Leica CM1850). Espectrofotometro UV- visible (Beckman).
Homogeneizador (Ultraturrax), HPLC (Shimadzu 10 A VP) acoplado a un
espectrometro de masa (Shimadzu 2010). Microscopio de luz y fluorescencia
(Olympus BX50) acoplado a una camara digital (CoolSnap), microscopio electrénico
de transmisién (Zeiss 109). Termociclador (7500 Real Time PCR System, Applied
Biosystems). Vibratomo (Oxford).

2. Métodos empleados
2.1. Modelo de estrés prenatal
2.1.1. Preparacion de los animales experimentales

Las ratas Wistar de aproximadamente 250 gr fueron obtenidas del Bioterio
central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA y del Bioterio central de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA. Para la produccion de hembras prefiadas,
un macho experimentado y una hembra virgen se colocaron en una jaula de apareo

hasta el dia que se corroboro el apareamiento por la presencia de tapén vaginal y se
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confirm6 por exudado vaginal la presencia de espermatozoides. Este dia se design6
como el primer dia de gestacion. Las hembras prenadas (N= 8) se acomodaron en
jaulas individuales con libre acceso a agua y comida, con un ciclo de luz/oscuridad de
12 horas por periodo a una temperatura de 21 a 23 °C y con humedad del 40 al 60 %,
que se mantuvieron constantes durante todo el experimento. Estas hembras fueron

divididas aleatoriamente en 2 grupos experimentales: estrés y control (n= 4).
2.1.2. Estrés por inmovilizacion

En el dia 14 de gestacion, las ratas prefiadas pertenecientes al grupo estrés,
fueron colocadas en cepos de acrilico transparente de 54 a 64 mm de diametro
interno, durante 45 minutos 3 veces por dia (9 y 12 am y 4 pm) hasta el dia dltimo dia
de gestacion (Ward y Weisz, 1984). Las sesiones de estrés se realizaron en un cuarto
conductual bajo las mismas condiciones de bioterio (22°C y 40-60 % de humedad).
Las hembras del grupo control permanecieron sin ser perturbadas durante toda la
prefiez. El primer dia postnatal (DPN) se cuantifico el numero de crias y se determind
el sexo de cada una, en caso de ser necesario se redujo la camada a 10 crias
manteniendo la misma proporcidén entre machos y hembras. En el DPN 21 se realiz6 el
destete, las crias provenientes de madres estresadas se designaron como grupo
estrés prenatal (EP) y aquellas provenientes de madres control como grupo control
(C). Todas las crias fueron separadas por sexo y tratamiento y agrupados de a 5 ratas
de diferentes camadas por cada jaula. Los animales experimentales permanecieron en
el bioterio bajo condiciones estandarizadas hasta los 28 o 60 dias de edad, cuando
fueron trasladados al laboratorio para realizar los distintos ensayos. La figura 5
muestra un esquema explicativo del disefio experimental. Todos los procedimientos
mencionados se realizaron bajo los estandares para el cuidado de animales de
laboratorio de la Guia de NIH (“NIH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals”) y siguiendo las regulaciones locales fijadas por el Comité Internacional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, resolucién 121/2013),
tomando los recaudos necesarios para reducir al minimo el numero de individuos en

cada experimento.
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Separacién de las crias por sexo.
Agrupadas en jaulas dea 5, por
tratamiento.

Semanas de @ E E
| ! |
| | |

gestacidén | i PPN 1
1 B 1l !
estrés Destete 1 l
1 Ensayos experimentales

en corteza frontal (CF) e
hipocampo (HPC)

Inmovilizacién: 3 sesiones por
dia, 45 min cada una.

Figura 5. Esquema de disefio experimental Estrés= Estrés prenatal por inmovilizacion durante
la 3er semana de gestacion. Destete= Separacion de la madre luego de la lactancia. DPN 28 y

60: distribucién de las crias prepuberes y adultas entre los distintos ensayos experimentales.

2.2. Cromatografia liquida y espectrometria de masa

Las crias EP y C, machos y hembras de 28 (n= 6) y 60 (n= 6) dias de edad
fueron inyectados con una solucién de 1-'*C-glucosa al 99% en agua (pH 7) y luego de
15 minutos en reposo fueron sacrificados con guillotina. La cabeza fue sumergida en
nitrégeno liquido y luego se almacend a -80°C hasta su uso. El dia del experimento se
extrajo el cerebro y rapidamente se separd el hipocampo (HPC) y la corteza frontal
(CF). Inmediatamente las areas fueron homogeneizadas con una solucién de 7% acido
perclérico a razén de 1 ml cada 100 gr de tejido. Esta preparacion fue centrifugada a
40009 por 5 minutos. El primer sobrenadante se reservo y el pellet se resuspendi6 en
agua destilada para centrifugarse bajo las mismas condiciones anteriores. Los dos
sobrenadantes se mezclaron, el pH fue ajustado a 7 y el total del homogeneizado fue
liofilizado. Cada muestra fue resuspendida con agua destilada para ser analizadas con

47



Materiales y Métodos

un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés:
high performance liquid chromatography) acoplado a un espectrémetro de masa.

Se cuantifico la abundancia de '*C en cada muestra y se corrigi6 el valor por la
abundancia natural de is6topo, para obtener este valor solo se tuvo en cuenta el pico
del espectro de masa donde se ubican las moléculas marcadas con un solo atomo de
13C. Asi se definié el % de "*C incorporado al metabolito de interés como la variable de
estudio y se expresa como la media * error estandar (EE). Este protocolo es una
modificacion del publicado en Bak y col (2006).

Los estudios de metabolismo se realizaron en colaboracién con el grupo del Dr.
Arne Schousboe en el departamento de Disefio de Drogas y Farmacologia de la
Facultad de Ciencias Médicas y de la Salud de la Universidad de Copenhague,
Copenhague, Dinamarca.

2.3. Método de superfusion
2.3.1. Preparacion de las areas cerebrales

4 ratas macho y 4 ratas hembra de cada grupo experimental (C y EP) fueron
decapitadas a los 60 dias de edad, rapidamente se extrajeron los cerebros y se les
disec6d el HPC y la CF. Estas areas se cortaron en secciones de 180 um con un
cortador Mcllwain. El tejido se colocé en buffer Krebs-Ringer (BKR: NaCl 0,126 M, KCI
2,5 mM, NaHCO; 25 mM, KH,PO, 1,2 mM, Na,SO, 1,2 mM, CaCl, 2,5 mM, glucosa
0,1 %m/v, acido ascérbico 0,06 mM, pH 7,4 y saturado con O,/CO, 95/5 %,
respectivamente). Se incubo a 37 °C en un bafo térmico con agitacién por 10 minutos.
Luego se colocaron en una solucién de *H-acido glutamico 0,1 % v/v en BKR y se
incubaron por 30 minutos en el mismo bafo. Posteriormente se inici6 el protocolo de

superfusion.
2.3.2. Superfusion

Cada una de las secciones de tejido se colocod en una camara de incubacion
que se encontraba a 37°C y que recibia un flujo constante de 0,7 ml/min de solucién.
Se inici6 el protocolo lavando el tejido durante 30 min con BKR. Luego de este periodo
se recogieron fracciones del fluido cada 2,5 min (figura 6). Las fracciones colectadas
sucesivamente fueron: 5 de lavado con BKR, 4 de lavado con KCL 56 mM en BKR y 3
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mas de lavado con BKR. La superfusién con BKR sirve para estimar la liberacién basal
del tejido y el buffer Krebs KCI 56 mM como solucién estimulante de la liberacién de
neurotransmisores. Al finalizar la superfusién cada una de las areas cerebrales fue
homogeneizada con &cido perclérico (0,2 M) y sonicada. 500 ul de cada fraccién y del
homogeneizado fueron colocados en viales con liquido de centelleo y se midié su
radioactividad en un contador de centelleo . Cada medicion se realizé por duplicado y
se hizo un control de la radioactividad total al inicio y final del experimento. Para
realizar el andlisis de los datos se calcul6 la diferencia entre la cantidad de °H-
glutamato liberado en forma basal y la cantidad liberada durante la estimulacion. La
cantidad liberada se determin6 sumando el valor medido en cada fraccion al medido
en el tejido total y se obtuvo la cantidad de radioactividad acumulada. El valor de cada
fraccion se relativizo al valor acumulado, obteniendo asi el % de *H-glutamato liberado.
La variable, % de liberacién, se expresa como la media + EE.

Los estudios de superfusion se realizaron en colaboracién con el grupo del Dr.
Ricardo Cabrera en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de Facultad de Ciencias
de la Salud en la Universidad de Mendoza, Mendoza, Argentina.

Flujo constante de buffer

Extraccion de tejido
2 37°C (0,7 mi/min)

cerebral. Incubacién
con 3H-glutamato

Se pasael tejido ala
cdmara de incubacidn

Coleccién de fracciones
cada 2,5 minutos

Figura 6. Esquema del disefio experimental para los ensayos de superfusion
con tejido cerebral de ratas C y EP.
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2.4. Expresion de proteinas y niveles de ARN mensajero

2.4.1. Western blot

Electroforesis

Se sacrificaron por decapitacion, ratas machos y hembras de los dos grupos
experimentales a los 28 y 60 dias de edad (n= 4, para cada grupo experimental). Se
extrajeron la CF y el HPC de cada individuo. El tejido fue homogeneizado en buffer
RIPA (1 % IGEPAL CA-630, 0,5 % sodio desoxicolato, 0,1 % SDS, en PBS) con el
agregado de 1 ul de inhibidor de proteasas. Se centrifugo a 10000 g por 7 minutos a
4°C y se tomo el sobrenadante para determinar la concentracion de proteinas por el
método de Bradford.

Alicuotas de las muestras fueron mezcladas con buffer de muestra (SDS 4%,
glicerol 20%, 2-B-mercatoetanol 10%, azul de bromofenol 0,004% vy tris-HCI 0,125 M).
Las proteinas de la muestra fueron separadas mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10% con SDS. Se realiz6 la corrida electroforética aplicando 75 V
constantes para la concentracién de la muestra (gel concentrador: acrilamida 30%,
bisacrilamida 1%, Tris-HCI 0,5 M, SDS 10%; H20 destilada, persulfato de amonio 10%
y TEMED) y a 125 V constantes para la separacion de las proteinas (gel separador:
acrilamida 30%, bisacrilamida 1%, Tris-HCI 1,5 M, SDS 10%; H.O destilada, persulfato
de amonio 10% y TEMED). Luego se transfirieron a una membrana de PVDF
aplicando 200 mA durante 1 hora. Para la inmunodeteccién la membrana se colocé en
una soluciéon de bloqueo (leche descremada 5% en 3,2 mM Na,HPO,; 0,5 mM
KH2PO4; 1,3 mM KCI; 135 mM NaCl; pH 7,4; Tween-20 0,1%) durante 2 horas para
bloguear sitios inespecificos. Pasado este tiempo se agregaron los diferentes
anticuerpos primarios en solucién de bloqueo y se incubaron las membranas durante
toda la noche a 4°C. A continuacion se lavaron y se incubaron con el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa en la misma solucion de bloqueo. Las
bandas inmunopositivas fueron detectadas por quimioluminiscencia. Utilizando el
software de imagen Imaje J (Media Cybernetics, Bethesda, Maryland, USA) se
cuantifico la densidad oOptica de las bandas positivas y se relativizo este valor al valor
obtenido en la cuantificacion de la proteina actina, obteniendo asi un valor de densidad
oOptica relativa (DOR), determinando una medida de la cantidad de proteina detectada
que se expresa como la media de DOR + EE.
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1. Marcacion para receptores glutamatérgicos

Se sembraron en cada gel 50 ug de proteinas y se realiz6 la electroforesis. Los
anticuerpos primarios utilizados en el proceso inmunomarcacion fueron: IgG de conejo
anti NR1Z 1/100, 1gG de conejo anti GIluR4 1/500 y IgG de ratén anti actina 1/5000. Los
anticuerpos secundarios fueron anti HRP de conejo y anti HRP de raton.

La deteccion de las bandas inmunopositivas se realizé por aplicaciéon de ECL
plus para la reaccién de quimioluminiscencia y se visualizé en un sistema de imagen

Storm.
[l. Marcacion para glutamina sintetasa

Se sembraron en los geles 20 ug de proteina. Se utilizé para realizar la
inmunomarcacién el anticuerpo primario de conejo anti GS, 1/20000 y un anticuerpo
secundario anti HRP de ratén, 1/5000.

Se utilizé ECL (premix luminata crescendo) para la deteccién de las bandas
inmunopositivas y se revelaron en una caja oscura acoplada a una camara Leica (D-
Lux 3).

V. Marcacién para transportadores glutamatérgicos

Se sembrdé 20 pg de proteina por gel y se detectaron con los anticuerpos
primarios: IgG de conejo anti GLT1 1/2500 y de conejo anti GLAST 1/2000 y de raton
anti actina 1/5000. Los anticuerpos secundarios que se usaron fueron anti HRP de
conejo, 1/5000 y anti HRP de rat6n, 1/5000.

Se utilizd ECL (premix luminata crescendo) para la detecciéon de las bandas y

se revelaron en una caja oscura acoplada a una cadmara Leica (D-Lux 3).
2.4.2. Método de Bradford

La cuantificacidén de proteinas se realizé empleando la metodologia de Bradford
M. M (1976). Brevemente, a 1 ul de tejido cerebral homogeneizado se le adiciono 90 pl
de H,O y se mezcl6 vigorosamente. Luego se agregé 1 ml del reactivo de Bradford
(azul de coomassie, etanol 95%, acido fosforito 85%, H.O milliQ) y a los 10 minutos se

midi6 la reaccion colorimétrica con un espectrofotémetro UV-visible a 595 nm. Se
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realiz6 paralelamente una curva estandar con sero albumina bovina para hacer una

relacion entre la absorbancia medida y la cantidad de proteina en las muestras.

2.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa con trascripcion reversa, método
cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR)

Las areas cerebrales HPC y CF de ratas C y EP, macho y hembra de 60 dias
(n= 6, para cada grupo experimental), fueron homogeneizadas en reactivo de TRIzol®
para la extraccion de ARN total y se cuantifico por espectrometria usando una relacién
de absorbancia 260/280 nm y empleando la ecuacion: DO,gy x 0,04 x Fd = [ARN] pg/pl.
Partiendo del ARN total extraido, se aisl6 ARN polyA+ (ARN considerado mensajero)
utilizando el sistema de aislamiento PolyATrack Il y se almaceno a -70°C hasta su
utilizacién. El ARN mensajero (ARNm) purificado fue retrotranscrito para generar ADN
copia (ADNCc) utilizando enzima Superscript 1l, oligonucleétidos oligo-dt y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizé un control negativo sin agregado de la enzima
para supervisar la ausencia de ADN geondmico. El ADNc se conservé a -20° C hasta
su utilizacion. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real se realizé
con un termociclador 7500 Real Time PCR System utilizando el reactivo SYBR Green
PCR Master Mix para detectar los productos de la reaccién. Para verificar la deteccion
de un unico producto de PCR, todas las reacciones se sometieron al protocolo de
disociacion por calor luego del ciclo final de la PCR y se realiz6 una curva de melting.
(Por el término en inglés para fusion): La presencia de un Unico pico en esta curva
confirmo la presencia de producto unico.

Las secuencias de oligonucleétidos se disefiaron con el programa Primer
Express (Applied Biosystems) y se especifican en la tabla 1. Los genes considerados
de referencia para la normalizacién de los datos figuran en Nelissen y col (2010).
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Gen secuencia 3’- 5
EAAT1 F: CAGTCGTTTTGCGACGCTAGTA
(Sclal) R: AATTGCGACAAATGGGTCACACT
EAAT?2 F: GGTCAATGTAGTGGGCGATTCT
(dcla2) R: CTGCGTCTTGGTCATTTCGA
NMDAR1 F: GCATCGTAGCTGGGATTTTCC
(Grinl) R: TGTGTTCCTACGGGCATCCT
GLUR4 F: CGTGTGCTGACCCCTGACT
(Grind) R: TCCCGAACTTTGTCTAATTGCA
CICLOFILINA |F: CATTCAGTCTTGGCAGTGCAG
R: AAGCATACAGGTCCTGGCATCT

Tabla 1. Secuencias de oligonucle6tidos seleccionados para realizar el ensayo de RT-PCR.

Entre paréntesis se indica el nombre para cada gen que se registra en el GeneBank.

Para cada gen se emplearon 4 pl de producto PCR diluido 1/100
aproximadamente, dependiendo de la curva de estdndares. Se agregaron a esta
dilucion 8,5 pl de mezcla de reaccién (6,25 ul de Master Mix, 0,375 ul de primer y 1,5
ul de H,O). La curva estandar se prepard con 1 pl de cada muestra de producto de la
PCR para generar una mezcla de ADNc. A partir de este preparado se realizaron
diluciones seriadas (1/20; 1/40; 1/80; 1/200; 1/400) que formaron los valores para
confeccionar la curva de estandares de Ct (ciclo de amplificacion, la fluorescencia
medida es significativamente mayor al valor umbral) en funcién del logaritmo de la
concentracion. Utilizando la curva estandar calculamos la concentracion de cada
muestra de interés. Cada cuantificacion se realiz6 por triplicado, en la misma placa y
se incluyeron controles negativos: sin templado, sin retrotranscripcién, sin producto de
PCR. La cantidad de ARNm por ciclo de amplificacion se relativizo al nivel de ciclofilina
(gen de expresion constitutiva usado como control) y el valor obtenido se definié como
la variable de estudio.

Los estudios de los receptores y transportadores por RT-qPCR se realizaron en
colaboracién con el grupo de la Dra. Marcela Brocco en el Instituto de Investigaciones
Biotecnoldgicas de la Universidad Nacional de General San Martin.
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2.4.4. Inmunohistoquimica
Preparacion del tejido

Ratas C y EP de ambos sexos a los 60 DPN (n= 5) fueron anestesiadas
intraperitonealmente con Ketamina/ Xilasina (75 mg/kg: 10 mg/kg). Se comprobd el
efecto de la anestesia por ausencia de reflejos corneales y de las patas traseras.
Inmediatamente se operd a los animales para realizar una perfusion intracardiaca. Se
realizd una incision en el ventriculo izquierdo y se colocd una sonda conectada a una
bomba peristaltica fijada a un flujo de 10 ml/min. Primero se hicieron circular 100 ml de
una solucién lavadora (CINa 0,9 %, NaNO, 0,05 % y heparina de 50 Ul) seguida por
500 ml de solucién fijadora de paraformaldehido (Sigma) 4 % en PBS (pH 7,4). Una
vez extraido el cerebro completo, este se coloco en la misma solucion fijadora por 4 hs
a 4°C, pasado este periodo la solucion se reemplazé por una soluciéon de sacarosa al
15 % en PBS y cuando el cerebro decanto se lo coloc6 en una soluciéon de sacarosa al
30 % en PBS hasta que volvié al fondo de contenedor. Posteriormente se congelo el
cerebro por inmersion en Fredn (-40°C) y se almaceno a —80°C hasta su utilizacién.
Los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 25 um, en un criéstato Leica
a -20°C, utilizando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1998). Se
conservaron Unicamente, para la CF las secciones delimitadas en las laminas 4 a 13
del atlas y para el HPC las pertenecientes a las laminas 27 a 45 del atlas (figura 7).
Todas las secciones fueron conservadas en una solucion de glicerol 50% en PBS a -
20°C hasta el dia del experimento.

Figura 7. Cortes coronales representativos de las areas de interés. A la izquierda un corte de
corteza frontal. A la derecha una seccién del hipocampo.
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I. Inmunomarcacion

Se procesé el tejido por libre flotacién siguiendo el protocolo descripto en
Katunar y col (2009). Los cortes de tejido se lavaron 3 veces, durante 5 minutos cada
vez, en una soluciéon conteniendo tritébn 0,15 % en PBS (buffer A). Para inhibir la
actividad enddégena de la enzima peroxidasa se incubo el tejido con H.O, 0,3 % en
buffer A durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacién constante. Se
lavaron nuevamente los cortes y se bloquearon los sitios inespecificos con suero fetal
bovino al 5 % en buffer A durante 1 hora a temperatura ambiente. Inmediatamente
retirado el suero, se coloco el anticuerpo primario anti vGluT-1 a una concentracion de
1/2000 en la misma solucién de y se incubo toda la noche a 4°C. Paralelamente se
realizd un control negativo de la inmunomarcacién siguiendo wl mismo protocolo pero
sin el agregado de anticuerpo primario. Los cortes se lavaron nuevamente con buffer
A, 3 veces cada 5 minutos y a continuacién se incubaron 2 horas con el anticuerpo
secundario anti IgG de conejo—biotinilado, 1/250 en buffer A. Posteriormente se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno y se incubo el tejido durante 90 minutos
con el complejo estreptoavidina-peroxidasa 1/500 en buffer A. Se realizaron nuevos
lavados con la misma solucién (3 veces de 5 minutos cada uno) y uno adicional con
buffer acetato 0,1 M (&cido acético glacial 0.016 %, sodio acetato anhidro 0.82 %, en
H.O, pH 6). Se utilizé 3,3"-diaminobencidina (DAB) 0,035 % p/v, con (NH4),SO, al
2,5% p/v en buffer acetato para incubar los cortes por 15 minutos y se revelo la
actividad de la enzima peroxidasa agregando H,O, 0,1 % v/v. Luego de 2 minutos se
detuvo la reaccién lavando 5 veces con buffer acetato cada 5 minutos. Para terminar
se montaron los cortes en porta objetos gelatinizados y se deshidrataron en un
gradiente de alcohol (etanol 30, 70, 95 y 100 % 2 minutos cada uno) y xileno (durante
5 minutos). Se colocd un cubreobjetos con medio de montaje (DPX) para evaluar los
cortes inmunomarcados en un microscopio de luz y fluorescencia.

La evaluacion de la marca se realizé6 mediante la obtenciéon de imagenes de los
cortes observados en el microscopio de luz. Para cada situacion experimental se
midieron en cada individuo 10 cortes seriados de cada area cerebral y se cuantificaron
3 campos en cada hemisferio. En cada una de las imégenes obtenidas a una
magnificacién de 20x (objetivo) se midi6 la DO de la marca y a este valor se le resto la
DO obtenida en campos del mismo area que no presentan marca del anticuerpo (DO
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del fondo). La cuantificacion de DO se realizé con el programa Image J (version 1.42q)
y se expresa como la media + EE.

. Inmunofluorescencia

Cortes de las mismas areas y tratamientos antes descriptos fueron procesados
por libre flotacion para inmunofluorescencia. Se lavaron los cortes 3 veces con buffer
A. Seguidamente se bloquearon los sitios inespecificos con una solucién de bloqueo
compuesta por 5% suero fetal bovino en buffer A durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion. A continuacién los cortes se incubaron durante toda la noche,
a 4°C, con los anticuerpos primarios anti vGluT-1 1/2000 y anti- sinaptofisina 1/1000
en buffer A para permitir la colocalizacién de las proteinas de interés. Se lavaron los
cortes 5 veces durante 5 minutos cada vez con buffer A y se incubaron con los
anticuerpos secundarios anti IgG de ratdn- Alexa flaor 1/1000 y anti IgG de conejo- cy3
1/1000 por 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion y oscuridad. Se lavaron los
cortes 4 veces con buffer A'y una vez con PBS. Seguidamente se montaron los cortes
en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar a temperatura ambiente por 4 horas
antes de colocar el medio de montaje para fluorescencia y cubrir los cortes con un
cubreobjetos. De esta manera se conservaron a 4°C y en oscuridad hasta su
observacion.

La evaluacién de la marca fluorescente de los anticuerpos se realiz6 mediante
la obtencion de imagenes de los cortes observados en el microscopio de
fluorescencia. Para cada situacion experimental se midieron 10 cortes seriados de
cada area cerebral de cada individuo y se cuantificaron 3 campos en cada hemisferio
del cerebro. La cuantificacion de la marca se realizé sobre imagenes tomadas a una
magnificacién de 20x, midiendo la DO empleando el programa Image J (versién
1.42q). La variable de estudio se definié como la DO obtenida menos la DO del fondo
y se expresa como la DOR media + EE. La superposicién digitalizada de las imagenes
de fluorescencia de cada marcador (mezcla) permiti6 observar la colocalizaciéon de

ambas proteinas en el tejido evaluado.
V. Inmunomarcacion para microscopia electronica de transmision

Se realizé el protocolo de Inmunohistoquimica antes detallado, con algunas

modificaciones. La solucién fijadora se preparé con paraformaldehido 4% vy
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glutaraldehido 0,25% en PBS (pH 7,4). La postfijacién se realizd en la misma solucién
fijadora y se dejo el cerebro en sacarosa al 5% en PBS hasta que decanto. Los cortes
de cerebro para obtener las areas de interés (HPC y CF) se realizaron en un
Vibratomo Oxford. Se realizaron cortes coronales de 200 pum de espesor
pertenecientes a macho y hembra de los grupos C y EP. Los cortes se lavaron con
TBS (Tris 0,3% p/v, NaCl 3% p/v, en H,O, pH 7,5) y se bloquearon los sitio
inespecificos con SFB al 3% en TBS durante 1 hora en agitacion. Se incubo el tejido
toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti vGIuT-1, 1/2000 en SFB 1% en TBS. Al dia
siguiente se realizaron 5 lavados con TBS por 5 minutos cada uno y se incubaron los
cortes con el anticuerpo secundario anti IgG de conejo biotinilado durante 1 hora a
temperatura ambiente y en agitacion. Se realizaron 5 lavados con TBS y se procedié al
revelado de la marca. Se agregd a los cortes una soluciéon de DAB 0,05% p/v en TBS
se incubo por 5 minutos y se agregé H,O, 0,1% para la reaccién de la enzima
peroxidasa. Luego de 2 minutos se cortd la reaccion lavando con buffer TBS
repetidamente y se conservaron las secciones en PBS. Los cortes inmunomarcados
fueron postfijados en tetroxido de osmio 2% en PBS por 2 horas, luego el tejido se
deshidrato en un gradiente de concentraciones crecientes de etanol. Se aumenté el
contraste de la marca con acetato de uranilo al 5% y se embebieron en Durcupan.
Bajo una lupa se seleccionaron y cortaron areas de tejido de 1 mm2 para cada zona
de estudio. Las secciones se tifieron con citrato de plomo segun el método de Reynold
(1963), para su observacién en un microscopio electrénico Zeiss.

Para cada situacién experimental se tomaron 20 imagenes al azar en cada
hemisferio con una resolucion de 20000x y 85000x, para cada uno de los individuos.
Todas las imagenes obtenidas a mayor aumento fueron utilizadas para la descripcidon
ultraestructural de las sinapsis. El largo de la sinapsis fue definido como la relacién
entre la distancia de borde a borde de la neurona presinaptica y el largo del espacio
sinaptico. Para la semicuantificacion de la ultraestructura se emplearon diez
fotografias de cada éarea, region y grupo experimental a 20000x y se contabilizé el
nuamero de contactos sinapticos por campo y el ancho de la densidad postsinaptica
definida como la distancia entre el borde de la neurona postsinéptica y la parte mas
convexa del complejo sindptico observado en la misma imagen (Tagliaferro y col.,
2006). El analisis de las imagenes se realizé con el programa Image Pro Plus (version
5.1).
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El estudio morfoldégico de areas por microscopia electrénica se realizé en
colaboracién con el grupo de la Dra. Alicia Brusco en el instituto de Biologia Celular y
Neurociencias “Prof. Eduardo De Robertis” en la Facultad de Medicina de la

Universidad de Buenos Aires. Buenos Aires, Argentina
2.5. Captacion de glutamato
2.5.1. Preparacion de gliosomas y sinaptosomas

El protocolo aqui empleado resulta de una modificacion de los protocolos
descriptos por Dunkley y col (2008) y Nakamura y col (1993). En el DPN 60 ratas
hembra y macho (n= 6), C y EP, fueron sacrificadas por decapitacion. Inmediatamente
y a 0°C se removid el cerebro, se extrajeron las areas del HPC y la CF. Este tejido fue
homogeneizado en 1 ml de sacarosa 0,32 M con EDTA 1 mM (pH 7,4) por cada gramo
de tejido usando un homogeneizador de teflén y vidrio. Los homogeneizados fueron
centrifugados en una centrifuga Sorvall a 1000g durante 10 minutos. 2 ml de
sobrenadante se vertieron sobre un gradiente de Percoll de 4 capas (2, 6, 10, y 20 %)
preparadas con una solucién de sacarosa 0,32 M, EDTA 1mM, DTT 0,25 mM vy
HEPES 20 mM (pH 7,4). Los gradientes fueron centrifugados por 5 minutos a 335009.
La fraccion de muestra depositada entre las capas del gradiente de 2 y 6 % de percoll
y la encontrada entre las capas de 10 y 20 % de percoll, fueron recolectadas como
gliosomas (GPV, del inglés: glial plasmmalemal vesicles) y como sinaptosomas (SYN,
del inglés: synaptosome) respectivamente (figura 8). Cada fraccién fue diluida en 80 ml
de solucién de sacarosa 32 My EDTA 1 mM, y centrifugada a 20000g por 30 minutos
para lavar el percoll remanente. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en buffer
de reaccién (125 mM NacCl, 3,5 mM KCI, 1,5 mM CaCL,, 1,2 mM MgSQO,, 1,25 mM
KH.PO4, 25 mM NaHCO3;, 10 mM Hepes and 10 mM D-glucose, pH 7.4) para usar en
el ensayo de captacién.

La concentracién de proteinas en cada fracciébn se determind mediante el
método de Lowry (1951).
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. ea ( 2%
Homogeneizacién

de tejido: CF e HPC |
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20%

Figura 8. Esquema del protocolo de la preparacién de fracciones celulares para la medicion de
la captacion de glutamato. Las imagenes muestran el gradiente de Percoll antes (izquierda) y
después (derecha) de la centrifugacién. GPV= gliosomas y SYN= sinaptosomas.

2.5.2. Medicion de glutamato capturado

La captacion de glutamato se realizo6 utilizando GPV y SYN recién extraidos. La
reaccion se inicié6 agregando 100 ml de muestra (1 mg/ml de proteinas) a 400 ml de
buffer de reaccion y se incubaron los tubos en un bafo termostatizado a 30°C. En otra
serie de tubos 100 ul de buffer de reaccién fueron reemplazados por 100 ul de threo--
benziloxiaspartato (TBOA, 100 uM) o por 100 pl de dihidrokainato (DHT, 100 uM) en el
mismo buffer. Una vez a temperatura y en agitacién se agregd L-[3,4-°H]-acido
glutamico 10 nM (actividad especifica: 49,6 Ci/mmol), se incubo por 3 minutos y se
interrumpid la reaccién con el agregado de 1,5 ml de buffer de reaccion frio (0°C).
Inmediatamente se terminé el ensayo filtrando por vacio sobre filtros de fibra de vidrio
y lavando con buffer de reaccion 2 veces luego de filtrar. Los filtros se colocaron en
viales con liquido de centelleo y se midi6 su radioactividad en un contador de centelleo
B. Paralelamente se realizaron mediciones controles en tubos con todo el material pero
sin tiempo de incubacion (tiempo 0) para medir la radioactividad inespecifica en cada

muestra.
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La cantidad de *H-acido glutdmico incorporada al tejido por miligramos de
proteinas se defini6 como la variable de interés y se expresa como el valor medio *
EE.

2.5.3. Método de Lowry

Para la determinacion de la concentracién de proteinas presentes en una
muestra se aplicd la técnica descripta por Lowry y col (1951). Brevemente, a 5 pul de
muestra se le agregaron 0,2 ml de NaOH 0,5 M. Luego de 15 minutos se agregd 1 ml
de una solucién 1/50 de tartrato de cobre (SO,Cu 1%, tartrato de Na 2% y CO3sNa, 2%)
y se incubo por 10 minutos. Por dltimo se colocaron 100 pl del reactivo de Folin
Ciocalteu y luego de 45 min se midid la reaccion colorimétrica con un
espectrofotdmetro  UV-visible a 750 nm. Para determinar la relacion
absorbancia/cantidad de proteina se realizé una curva de concentracidén utilizando

sero albumina bovina como proteina estandar.
3. Analisis estadistico

Todos los estudios se realizaron con 4 o 6 ratas de cada sexo y de cada
tratamiento (C y EP), las cuales fueron seleccionadas de diferentes camadas de forma
aleatoria. De esta manera se generd un valor de n con unidades experimentales
independientes para el analisis estadistico de las variables medidas.

Los modelos estadisticos aplicados para el analisis de datos fueron:

- ANOVA de una via: para evaluar el efecto del factor tratamiento (2 niveles: C
y EP) en el estudio del metabolismo glutamatérgico, para analizar el efecto de las
drogas inhibidoras de la captacién de glutamato (3 niveles: s/inhibidor, TBOA y DHK) y
en los ensayos de inmunohistoquimica en CF. En los casos necesarios se realizaron
comparaciones a posteriori aplicando el test de Tukey. La diferencia en la comparacién
se considerd significativa cuando el valor de p fue menor a 0,05. Para el caso
particular del ensayo de inmunohistoquimica en el HPC se aplicé un analisis median
ANOVA de dos vias para comparar el efecto del factor tratamiento (EP vs C), del factor
region (CA1, CA2, CA3 Y GD) y la interaccion entre ambos.

- T student: permiti6 comparar las medias de 2 muestras independientes (C vs.
EP) en los estudios de la liberacién de glutamato, Western blot y qRT-PCR. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p< 0,05.
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La evaluacion estadistica de todos los resultados, se realiz6 mediante el
software InfoStat 2008 y los graficos se hicieron con Excel 2008.
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Resultados

1. El metabolismo del glutamato en el modelo de estrés
gestacional

En este ensayo las crias C y EP recibieron una inyeccién de '*C-glucosa
durante la fase de luz de su ciclo. Posteriormente la marca de '*C fue detectada y
cuantificada mediante HPLC-EM en el HPC y la CF. El analisis de los resultados se
realizé6 en machos y hembras de 28 dias (figura 9) y de 60 dias (figura 10) de edad
para ambos grupos. La marca del isotopomero se registré en 3 metabolitos de interés:
glutamato (GLU), glutamina (GLN) y acido y-aminobutirico (GABA). En este estudio,
no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de los
metabolitos marcados entre los grupos analizados. Para realizar la comparacion entre
los tratamientos, se incluyeron Unicamente los aminoacidos monomarcados, es decir

aquellos que solo tenian 1 &tomo de *C incorporado en su estructura.
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Figura 9. Niveles de glutamato (GLU), glutamina (GLN) y acido y-aminobutirico (GABA)
medidos por espectrometria de masa en crias de 28 dias de edad. A) % de '°C- aminoacidos
obtenidos en CF e HPC de ratas machos. B) % de '>C- aminoacidos en ratas hembras en las
mismas areas de interés. En todos los graficos se expresa para cada tratamiento (C y EP) el
valor medio + EE del porcentaje (%) de aminoacido monomarcado en el total de marca de '°C

obtenida (n= 6).
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Figura 10. Niveles de glutamato (GLU), glutamina (GLN) y acido y-aminobutirico (GABA)
medidos por espectrometria de masa en crias de 60 DPN. A) % de '°C- aminoacidos obtenidos
en CF e HPC de ratas machos. B) % de '3C- aminoacidos en ratas hembras en las mismas
areas de interés. En todos los gréaficos se expresa para cada tratamiento (C y EP) el valor
medio + EE del porcentaje (%) de aminoacido monomarcado en el total de marca de '°C
obtenida (n= 6).
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2. Liberacion evocada del neurotransmisor glutamato en las
crias EP adultas

Para estudiar el efecto del estrés experimentado prenatalmente sobre la
liberacién del glutamato como neurotransmisor, se aplico la técnica de superfusiéon de
tejidos con un estimulo despolarizante de las neuronas. Se evalué en el HPC y la CF
de ratas C y EP adultas la liberacion de ®H-glutamato basal y estimulada mediante la
aplicaciéon de K* 56 mM. Mas alla de la tendencia de aumento observada en los
valores de liberacion de la CF de los machos EP (figura 11, A. t= -2,43; p= 0,06), no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre C y EP para los casos
estudiados (figura 11).
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Figura 11. Cuantificacién de la liberacién de 3H-glutamato en la CF y en el HPC de crias

adultas. Se evalud la liberacién basal y estimulada con potasio 56 mM del glutamato marcado

en las ratas C y EP, machos (A) y hembras (B). Los graficos muestras los valores como la

media de % de liberacién = EE (n= 4). El % de liberacién se calculé como la relacion entre el

glutamato liberado por estimulacion y el liberado en forma basal. Los recuadros insertos en los

graficos, reflejan para cada area de estudio los perfiles de liberacion en el tiempo de las

fracciones recolectadas durante la liberacion basal y durante la superfusion con K* 56 mM. La

flecha roja indica el inicio de la estimulacién.
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3. Efecto del estrés gestacional sobre el transportador

vesicular, vGluT-1

Con el fin de determinar la expresién del transportador vesicular del
neurotransmisor glutamato en crias C y EP, medimos la presencia de vGluT-1
mediante la técnica de inmunohistoquimica en cortes de las areas cerebrales CF y en
las regiones que componen al HPC: CA1, CA2, CA3 y el GD. La cuantificacion de la
inmunomarcacién revelo un aumento en los niveles del transportador en la CF de
machos adultos EP (figura 12, A). La diferencia estadistica (F= 9,28; p= 0,02) marca
un aumento del 36,9% en las crias EP cuando se comparan con los individuos C
(figura 12, F). Se puede observar que la marca de vGluT-1 en el area del HPC resulto
homogénea para todas las regiones evaluadas (figura 12, F) y no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los machos EP y C (figura 12, B). Las crias
hembras no mostraron diferencias en ninguna de las situaciones evaluadas (figura 12,
C,DyF).

Debido a que la inmunomarcacién con el anticuerpo anti vGluT-1 muestra un
punteado homogéneo en toda el area de evaluacion, se realizd6 un control de la
marcacion para confirmar que la sefal detectada correspondia a la proteina vGIuT-1.
Con este fin se empled un anticuerpo contra sinaptofisina y se observo la
colocalizacion de la sefial de ambos anticuerpos por inmunofluorescencia. En la figura
12 E, se muestra una imagen representativa de la CF de machos C donde se puede
observar la superposicién de las marcas de los dos anticuerpos empleados. La
colocalizacion de las marcas de vGlut-1 y sinaptofisina se verifico, positivamente, en

todos los casos de estudio (las imagenes no se muestran).
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Figura 12. Evaluacion del transportador
vesicular vGluT-1 en ratas C y EP adultas por
inmunohistoquimica. Las fotos muestran
imagenes representativas de la
inmunomarcacién en A) CF de machos, B)
HPC de machos, C) CF de hembras y D) HPC
de hembras. En todas las imagenes a y d) se
tomaron a un aumento de 4x, la barra de
escala indica 200 um; b y €) a un aumento de
20x, barra de escala 200 pm y por ultimo c y f)
a un aumento de 40x, barra de escala 20 pm.
Los recuadros internos muestran una imagen
representativa del control negativo de la
inmunomarcacién (aumento 20x). E) muestra
3 imagenes representativas de
inmunofluorescencia realizadas con
sinaptofisina (verde), vGlut-1 (rojo) y la
colocalizacibn de ambas marcas. Las
fotografias fueron tomadas con un aumento
de 60x y las flechas sefalan la marca de
anticuerpo correspondiente en cada caso. F)
Cuantificacién de la marcaciéon en la CF y en
tres regiones del HPC: CA1, CA2, CA3 y GD,
en ratas machos y hembras. Los valores
fueron expresados como la media + EE de la
densidad dptica relativa (DOR) y se graficaron
c6mo % del valor de C. * indica una diferencia
estadistica significativa con p < 0,05 contra el

valar de C
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3.1. Morfologia de la sinapsis glutamatérgica

Con el objetivo de evaluar la morfologia de la sinapsis glutamatérgica en mas
detalle, utilizamos el anticuerpo anti vGlut-1 como marcador para detectar sinapsis
glutamatérgicas mediante microscopia electronica de transmision. La observacion de
los cortes en el microscopio electrénico mostré la estructura clasica de las
mitocondrias y de las vesiculas sinapticas. En estas ultimas, se pudo detectar una
tenue marca del anticuerpo indicando la presencia de neuronas de tipo
glutamatérgicas (figura 13, b). En las imagenes se analizé el numero de sinapsis, el
largo de la sinapsis y la densidad postsinaptica (para definiciones ver materiales y
métodos) como parametros para caracterizar el estado de los contactos sinapticos.
Las ratas macho EP mostraron una tendencia de aumento en el nimero de sinapsis
hipocampales del 50% (t= -2,75; p= 0,07; figura 13, B). El analisis de las imagenes no
revelo ninguna diferencia entre los individuos C y EP en la CF de los machos, ni en
ninguno de los parametros analizados en las ratas hembras (figura 13, Cy D).
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Figura 13. Evaluacion de sinapsis glutamatérgicas por inmunohistoquimica y
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microscopia electrénica de transmision en ratas EP y C. A) Imagenes representativas de la CF
y B) del HPC de machos adultos. C) Imagenes representativas de la CF y D) del HPC de
hembras adultas. Las flechas delgadas, en A, sefialan la marca del anticuerpo sobre las
vesiculas sinapticas; las flechas gruesas, en B, indican los contactos sinépticos. PoS:
postsinapsis, PrS: presinapsis. Las imagenes de la columna izquierda fueron tomadas con un
aumento de 20000 x, barra de escala 0,5 um, mientras que las imagenes de la columna

derecha, tienen una resolucién de 85000 x, barra de escala 100 nm.
4. Los receptores NMDA y AMPA en las crias EP adultas

Se evaluaron los niveles de los receptores NMDA y AMPA en la CF y el HPC
de ratas C y EP mediante la técnica de Western blot, empleando anticuerpos
especificos para las subunidades NR1 de NMDA y GluR4 de AMPA. La cuantificacion
de la inmunomarcacién no mostr6 diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (figura 14). Sin embargo, se puede observar una tendencia de aumento
en los niveles de la subunidad NR1 en la CF de las ratas EP con una variacién del 40
% para los machos (t: -2,52; p: 0,07) y del 70% en hembras (t: -2,35; p: 0,06).

Con el objetivo de evaluar la expresion a nivel génico de las subunidades NR1
y GluR4 se empled la técnica de gRT-PCR para cuantificar el ARNm de estas dos
proteinas en la CF e HPC de machos y hembras, EP y C. En la figura 15, A) se puede
observar que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, en ninguno de las &reas evaluadas para los machos. En el caso de las
hembras (figura 15, B) se detectdé un aumento significativo del 150 % en la subunidad
NR1 en la CF de las ratas EP (t: -4,71; p: 0,002) pero no se detectaron diferencias
estadisticas en el HPC o para la subunidad GluR4 en ninguna de las éreas evaluadas

en estos individuos.
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Figura 14. Determinacion
de
receptores

los niveles de los
glutamatérgicos NMDA vy
AMPA por Western blot en
ratas adultas. La deteccion
se realiz6 utilizando un

contra la

NR1 para
NMDA y otro
contra la subunidad GluR4
para AMPA. A) y CQO)

imagenes representativas

anticuerpo
subunidad
detectar

de la inmunomarcacién de
las subunidades. B) y D)

cuantificacién de la marca

en la CF e HPC en
machos y hembras,
respectivamente. En los
graficos se expresa el
valor medio + EE de la
densidad Optica relativa
(DOR)  expresada en
funcién del valor control
para facilitar su

visualizacion.
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Figura 15. Medicion de la expresion de ARN mensajero de las subunidades NR1 y GluR4 de
los receptores glutamatérgicos. Los graficos muestran la cuantificacién realizada en la CF e
HPC de ratas machos y hembras. Los valores se expresan como la media + EE de ARNm
normalizado por el valor del gen constitutivo y relativizado a los valores del control para facilitar

la visualizacion. * indica una diferencia estadisticamente significativa entre C y EP con p < 0,05.

5. Los transportadores glutamatérgicos gliales y la enzima
glutamina sintetasa en el modelo EP

5.1. Niveles de la enzima glutamina sintetasa

Se cuantificaron los niveles de la enzima GS mediante la técnica de Western
blot en machos y hembras de 28 y 60 dias de edad, de los dos grupos experimentales.
En la figura 16, se puede observar que los niveles de la enzima de los individuos C y

EP no muestran diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 16. Evaluacion de
los niveles de la enzima
glutamina sintetasa (GS) en
ratas macho y hembra por
Western blot. A) Imagen
representativa  de las
bandas inmunopositivas
para GS en individuos de
28 dias de edad, B)
Cuantificacién de las
bandas de GS para cada
grupo valuado al DPN 28.
C) Imagen representativa
de la marca de GS
obtenida con muestras de
ratas de 60 dias de edad,
D) Cuantificacion en
hembras y machos adultos
de las bandas de GS al
DPN 60. Los gréaficos se
realizaron con el valor
medio = EE de la densidad
optica  relativa  (DOR)
obtenida para cada banda.
Este valor se expresa como
porcentaje del valor del
grupo control para facilitar
su visualizacién. CF,
corteza frontal; HPC,
hipocampo; C, control; EP,
estrés prenatal.
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5.2. Efecto del EP sobre GLT1 y GLAST

Los dos transportadores gliales fueron evaluados por Western blot con el
objetivo de medir su expresion en la CF y el HPC de ratas C y EP. En la figura 17, se
muestran la inmunomarcacién y la cuantificacion de la expresién de las proteinas para
GLT1 y GLAST, en ratas de 28 dias de edad. A esta edad no se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos para ninguno de los casos en estudio.
Cuando se midi6 la expresién de las proteinas en individuos de 60 DPN (figura 18) se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos C y EP.
Los machos EP adultos muestran un aumento del 30% en la expresion de GLT1 en el
HPC (figura. 18, A y B. t: -3,56; p: 0,04) cuando se los compara con C, pero no
muestran diferencias en los niveles de la misma proteina en la corteza frontal. En el
caso de GLAST no se detectaron diferencias significativas en ninguno de los casos
pero se puede observar una tendencia de aumento del 46% (figura. 18, B. t: -2,22; p:
0,08) en el hipocampo de los machos estresados durante la gestacion. Las hembras
no muestran variacion entre C y EP en ninguna de las proteinas, areas cerebrales o
edades estudiadas (figura 18. C y D).

Los transportadores GLT1 y GLAST también fueron evaluados por qRT-PCR
en muestras de las ratas C y EP de 60 DPN. Como se puede observar en la figura 19,
los niveles de ARNm expresan un aumento del 90% para el transportador GLT1 en el
hipocampo de ratas macho EP (t: -3,2, p= 0,002). Cabe destacar que el incremento
registrado en la expresién génica de GLT1 coincide con el incremento registrado en
los niveles de su proteina. En la misma figura podemos observar que los machos no
muestran diferencias estadisticamente significativas para el transportador GLAST
entre C y EP. Las mediciones en las hembras no muestran diferencias entre

tratamientos en ninguno de las situaciones evaluadas (figura 19).
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Figura 17. Evaluacion de los transportadores glutamatérgicos GLT1 y GLAST en ratas
de 28 dias de edad por Westren blot. A y C) imagenes representativas de las bandas
inmunomarcadas para cada transportador en machos y hembras, respectivamente. B y D)
cuantificacion de las bandas obtenidas para cada transportador en machos y hembras,
respectivamente. En cada grafico se expresa el valor medio de densidad éptica relativa (DOR)
* EE. DOR se expresa como porcentaje del valor control para facilitar su visualizacion.
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Figura 18. Cuantificacién de los niveles de GLT1 y GLAST por Western blot en ratas adultas. A
y C) imagenes representativas de bandas inmunomarcadas de cada transportador en machos y
hembras, respectivamente. B) cuantificacion de las bandas obtenidas en CF e HPC de ratas
machos, D) cuantificacion de las bandas obtenidas en las mismas areas cerebrales de ratas
hembras. En cada grafico se expresa el valor medio de la densidad 6ptica relativa (DOR) + EE
y se expresa como porcentaje del valor control para facilitar su visualizacién. * indica una

diferencia estadisticamente significativa entre C y EP con p < 0,05.
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Figura 19. Evaluacion de la expresién de ARN mensajero (ARNm) para los transportadores
GLT1 y GLAST en ratas adultas. Se midieron mediante RT-gPCR los niveles de expresion
génica en la CF y en el HPC de machos (izquierda) y hembras (derecha) de ambos
tratamientos (C y EP). Los gréficos muestran los valores medios + EE de ARNm normalizado
por el valor del gen constitutivo y relativizado a los valores del control para facilitar la

visualizacién. * indica una diferencia estadisticamente significativa entre C y EP con p < 0,05.

6. Efecto del EP sobre la funcion de los transportadores
glutamatérgicos en las crias adultas

Con el fin de estudiar la funciébn de los transportadores de glutamato,
cuantificamos los niveles de captacién de glutamato tritiado (*H- glutamato) en dos
fracciones, la glial (GPV) y la fraccion de sinaptosomas neuronales (SYN), ambas
extraidas de la CF y del HPC de ratas adultas. La figura 20 muestra la cantidad de °H-
glutamato capturado en cada fraccion estudiada en machos y hembras de cada
tratamiento (C y EP). Se puede observar un incremento del 100% (t: -2,39; p: 0,04) en
la cantidad de glutamato capturado en la fraccion GPV de CF de machos EP (figura
20, A), mientras que no se registraron variaciones entre C y EP, en los niveles en los
sinaptosomas de CF ni en ninguna de las fracciones en el HPC. Las hembras, por su
parte, no muestran diferencias estadisticamente significativas en ningun caso
evaluado. Cabe destacar que la fracciéon GPV del HPC de las hembras EP, muestra
una tendencia a la disminucién en la captacién del amino &cido tritiado con una caida
del 50% de la cantidad capturada cuando se la compara con el valor control (figura 20,
t: 2,66; p: 0,06).
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Con el objetivo de determinar cuédles de los transportadores de glutamato
estaban involucrados en la captacién de Glu en las fracciones evaluadas se realiz6 un
ensayo de captacion en presencia de dos inhibidores especificos de los
transportadores glutamatérgicos. TBOA, un potente inhibidor de los EAATs y DHK, un
inhibidor selectivo de GLT1. Los resultados indican, que la accion de TBOA produjo
una inhibicién de, aproximadamente, 80% de la captacion, tanto en los macho como
en las hembras. Asi se corrobor6 que la captacion medida fue resultado de la accion
de los transportadores glutamatérgicos. Por su parte, DHK inhibi6 el 70% de la
captacion de *H- glutamato tanto en GPV como en SYN lo que estaria poniendo en
evidencia la presencia de GLT1 en los sinaptosomas, reflejando una posible
contaminacién de glia en la fraccion sinaptosomal. El agregado de los inhibidores
produjo diferencias estadisticamente significativas en comparacion a la medicién sin
inhibidor, para todos los casos de estudio (figura 20 C, machos: control GPV CF:
F(2,6)= 25,6 p= 0,001; HPC: F(2,8)= 10,02 p= 0,007; SYN CF: F(2,6)= 1,09 p= 0,36;
HPC: F(2,9)= 3,7 p= 0,05; estrés prenatal GPV CF: F(2,3)= 37,5 p= 0,008; HPC:
F(2,10)= 7,9 p= 0,02; SYN CF: F(2,9)= 50,92 p= 0,002, HPC: F(2,9)= 7,96 p= 0,06;
hembras: control GVP CF: F(2,5)= 13,7 p= 0,001; HPC: F(2,6)= 43,9; SYN CF: F(2,3)=
39,9 p= 0,007; HPC: F(2,6)= 3,32 p= 0,17; estrés prenatal GVP CF: F(2,3)= 24,6 p=
0,01; HPC: F(2,6)= 7,4 p= 0,05; SYN CF: F(2,6)= 39,85 p= 0,03; HPC: F(2,9)= 12,1 p=
0,003).
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Figura 20. Cuantificacién de la captacion de glutamato tritiado (°H- glutamato) en dos
fracciones diferenciales (gliosomas, GPV y sinaptosomas, SYN) de la corteza frontal (CF) y del
hipocampo (HPC) en ratas adultas. A) niveles capturados en el tejido de machos C y EP, B)
niveles capturados en el tejido de hembra C y EP. Los valores se muestran como la media +
EE de pmoles de °H- glutamato por mg de proteina. El * indica una diferencia estadistica
significativa entre C y EP para la fraccién y area del cerebro indicadas, con p < 0,05. C)
Cuantificacién de la captacion de glutamato en GPV y SYN con el agregado de dos inhibidores
especificos del transporte de glutamato, TBOA inhibidor de EAATs y DHK inhibidor de GLT1.
Solo se muestran los porcentajes de captacién en ratas machos y hembras adultas del grupo
C. Los valores en el histograma se expresan como la media + EE y se graficaron cémo % del
valor medido sin inhibidor (s/inhibidor) para facilitar su visualizacién. * indica una diferencia
estadisticamente significativa entre TBOA o DHK vs su valor de referencia, s/inhibidor- y la

barra negra indica que la diferencia es valida para ambas fracciones. p < 0,0

84



DISCUSION




Discusion

Numerosos estudios coinciden en senalar que la exposicién repetida a
situaciones estresantes durante la gestacion genera alteraciones en el desarrollo
neurobiol6gico de la cria. En este trabajo de tesis, demostramos que un estimulo
prenatal, como la inmovilizacién de la rata prefiada durante la dltima semana de
gestacion, genera en las crias cambios en el funcionamiento del sistema
glutamatérgico. Nuestros principales resultados muestran que el insulto sufrido durante
el desarrollo genera un nivel aumentado de la proteina y ARN mensajero del
transportador GLT1 en el hipocampo de las crias macho adultas y simultdneamente
promueve un aumento en la captacion del neurotransmisor glutamato junto con un
elevado nivel del transportador vesicular vGluT-1, en la corteza frontal.

La liberacion, accién e internalizacidn del aminodcido glutamato ocurren
principalmente entre tres elementos celulares: la neurona presinaptica, la neurona
postsindptica y el astrocito, formando asi o que se denomina una sinapsis tripartita
(Parpura y col., 2012). En la neurona presinaptica el transportador vesicular vGIluT
almacena glutamato en las vesiculas sinapticas generando asi la reserva de moléculas
de aminoacido que actuardn como neurotransmisor. Una vez liberado al espacio
sindptico, el glutamato puede activar a los receptores postsinapticos e iniciar asi la
transmisién de la sefal nerviosa o puede unirse a elementos presinapticos, como los
auto-receptores mGlu3 (Tsapakis y Travis, 2002). La unién a los transportadores
postsinapticos como EAAC1 y EAAT3 (Nieoullon y col., 2006) y a los transportadores
gliales como GLT1 y GLAST promueve el fin de la transmision sinaptica y para el caso
particular del Glu, impide los efectos citotoxicos caracteristicos de este aminoacido
(Anderson y Swanson, 2000). Posteriormente, el Glu capturado por los astrocitos es
transformado en GIn para luego volver a la neurona presingptica donde es
transformada nuevamente en glutamato, donde puede ser destinado a formar
proteinas o a ser reciclado mediante la incorporacién a las vesiculas sinépticas, para

formar la reserva del neurotransmisor.

1. Estudio del metabolismo glutamatérgico en el modelo de estrés
prenatal

La relacién metabdlica entre las neuronas y las células de la glia, esta mediada
por la transformacion de Glu en Gin, lo cual es esencial para la neurotransmision

glutamatérgica (Gruetter y col., 2001). La mayor cantidad de Glu esta presente en las
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neuronas, mientras que la mayor parte de la Gin es sintetizada en los astrocitos. La
glucosa es metabolizada, a través de la glucdlisis y del ciclo del TCA (o ciclo de
Krebs), fundamentalmente en las neuronas y en menor cantidad también se
metaboliza en las células gliales (Schousboe y col., 2013). La incorporacién externa de
'3C-glucosa permite realizar estudios metabdlicos debido a que mediante su ingreso al
sistema se formaran compuestos derivados con la marca de '*C incorporada,
generando una variada cantidad de isotopémeros dentro de la células (Qu y col.,
2000). En concordancia con estas caracteristicas, el experimento realizado en este
estudio mostré un mayor porcentaje de *C-glutamato que de *C-glutamina, reflejando
mayoritariamente el aporte del metabolito por parte de las neuronas. En este estudio
evaluamos los compuestos derivados del primer giro del ciclo del TCA, los cuales solo
presentan un atomo de C en la molécula final del metabolito. Los resultados no
mostraron un cambio significativo en la incorporacién de *C en los metabolitos entre
las ratas C y EP, sugiriendo que el estrés prenatal no afectaria la sintesis del
aminoacido Glu ni tampoco la de otros metabolitos asociados, como la de GABA o la
de GIn. Esto indicaria que el estimulo estresante aplicado durante la gestacién no
modifica la homeostasis glutamatérgica, ni la actividad del ciclo glutamina-glutamato
entre las neuronas y los astrocitos.

En condiciones de baja actividad nerviosa, la sintesis y degradacién del
glutamato permanece en equilibrio mientras que durante la actividad excitatoria la
cantidad de este aminoacido aumenta cambiando la tasa de equilibrio, de forma tal
que la sintesis se vuelve mayor que la degradacién (Hertz y col.,, 2007). En este
estudio, los sujetos de experimentacion en los que se midié la actividad metabdlica no
fueron estimulados para promover una actividad mayor del sistema, sino que estaban
en reposo con un consumo basal de glucosa. En esta situacién no se detectaron
diferencias en la incorporacién y metabolizacion de la glucosa, pero no se puede
descartar que ante una necesidad extrema de energia y mayor actividad del
metabolismo, los individuos EP muestren un cambio en el ciclo de metabolizacién y
sintesis de glutamato que promueva la acumulacion o disminucién del mismo. En otros
modelos animales, como los modelos de depresidn generada por estrés social, se ha
registrado una reduccién en el metabolismo del Glu y otros metabolitos en los sujetos
tratados (Veeraiah y col., 2014). En este mismo estudio también se determind que el
contenido de Gin, metabolito que se sintetiza exclusivamente en astrocitos, no vari6

entre los sujetos EP y C. Al igual que en nuestro trabajo, este resultado estaria
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sugiriendo, indirectamente, que el estrés gestacional no afecta el funcionamiento
metabdlico de los astrocitos cuando el sustrato es la glucosa. Un estudio similar
realizado por Banasr y col (2010) donde se inyecté a los sujetos con '*C-acetato
demostré una disminucion en el nivel de metabolitos marcados en la CF de los
individuos estresados. Debido a que los astrocitos incorporan mayor porcentaje de
acetato que de glucosa para obtener energia celular, seria de gran interés para este
modelo de EP evaluar el metabolismo glial a partir de la incorporacién de '*C-acetato y
cuantificar asi el porcentaje de Gln y Glu sintetizados. Esta es la primera vez que se
aplica esta técnica para estudiar el metabolismo glutamatérgico en un modelo de EP
por inmovilizacidn, por lo cual esta primera evidencia experimental permite establecer
parametros para el estudio y deteccion de potenciales cambios en el metabolismo de

los aminoacidos en este modelo.

2. Efecto del estrés gestacional sobre el transportador vGluT-1 y la

liberacion del neurotransmisor glutamato.

El transportador vesicular glutamatérgico, vGIuT-1, es responsable de introducir
el neurotransmisor Glu dentro de la vesicula sinaptica donde éste queda almacenado
hasta ser liberado durante la transmision sinaptica. Existen en la literatura evidencias
que sefalan que un aumento del niumero de vGluTs podria inducir una mayor
liberacion de Glu, sobre todo a nivel del control de la liberacion cuantica a largo
término, lo que podria producir variaciones en la eficiencia sinaptica y estimular
procesos de neurodegeneracion como consecuencia de la citotoxicidad del transmisor
(Liu, 2003, Moechars y col., 2006, Reimer y col., 1998, Wilson y col., 2005).
Raudensky y Yamamoto (2007) en su trabajo con estrés y Kim y col, (2005) en sus
trabajos con hipoxia, mostraron que la expresion de la proteina de los vGluTs
aumentaba debido a los tratamientos. Asi mismo también encontraron que estos
individuos presentaban un incremento en la actividad del sistema que era acompanada
por rasgos de neurodegeneracién. En la evaluacion realizada en este estudio se
detect6 un incremento en los niveles de la proteina del transportador vGlut-1 en la CF
de ratas macho EP adultas. Paralelamente mediante la técnica de superfusion de
tejido cerebral, evaluamos la liberacién de Glu en las dos areas de estudio. El
porcentaje de neurotransmisor liberado fue medido antes y después de la aplicacion

de un estimulador de la liberacion. Los resultados de esta experiencia no mostraron
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variaciones estadisticamente significativas entre individuos C y EP pero encontramos
una marcada tendencia de aumento en el porcentaje de Glu liberado en la CF de los
machos EP en comparacion con los individuos C (figura 11). Con la técnica aplicada
para este experimento, no podemos descartar la posibilidad que, de haber una
variacion en los niveles de Glu liberados al espacio sinaptico esta diferencia en el
porcentaje de neurotransmisor medido se haya diluido durante la homogeneizacion y
procesamiento del tejido. De todas maneras y en coincidencia con otros autores, el
aumento en la expresion del transportador vesicular podria contribuir a la
remodelaciéon de los arboles dendriticos y a la neurodegeneracion observadas en los
modelos de estrés (Musazzi y col.,, 2011). El estudio de Marrocco y col (2012)
demuestra que la disminucion registrada en la liberacion de Glu en el HPC de
individuos EP no se debia a un impedimento en la sintesis del aminoacido per se y
propusieron que el estrés gestacional causa una disfuncién de la maquinaria que
controla la exocitosis de Glu en las terminales sinapticas. De esta manera, el aumento
de vGIuT-1 registrado en nuestro modelo y la tendencia observada en la liberacién del
neurotransmisor, podrian ser asociados a alteraciones en las proteinas del complejo
SNARE o de las proteinas sinaptofisina, sinapsina y/ o Rab 3A que regulan el trafico
de las vesiculas sinapticas hacia la membrana. En otro de los experimentos aqui
realizados, analizamos la ultraestructura de la sinapsis en individuos C y EP. Este
estudio reveld una morfologia de la sinapsis con estructura clasica, donde se observo
la presencia de mitocondrias, vesiculas sinapticas y de densidad postsinaptica tipicas
de las terminales neuronales (figura 13). En esta misma linea, Barros y col (2006a),
encontraron que el EP indujo una reduccion en los niveles de sinaptofisina y una alta
reaccion astroglial en la CF, lo cual estaria reflejando un menor nimero de sinapsis y
una disfuncion astroglial lo cual podria ser consecuencia de los efectos de la
neurotoxicidad (Tagliaferro y col., 2006). El resultado obtenido en el presente estudio
en coincidencia con los antecedentes bibliograficos, podria indirectamente estar
indicando un potencial aumento de la liberaciéon del neurotransmisor en la CF que
podria tener consecuencias citotoxicas en el sistema. Al evaluar el HPC de los
individuos estudiados, los resultados de los experimentos no mostraron diferencias
significativas en los niveles del transportador vGlut-1, ni en la liberacion del
neurotransmisor en los individuos EP, pero pudimos observar una tendencia de
aumento en el nimero contactos sinapticos de esta area en los machos EP adultos.

Dosemenci y col, (2001) encontraron bajos niveles del neurotransmisor y de proteinas

88



Discusion

asociadas a la regulacién sinaptica en el HPC y propusieron que estos cambios
reflejarian, una remodelacion de los contactos sinapticos del area cerebral, que a largo
plazo podrian ser la base de los cambios a nivel de memoria y aprendizaje observados
en diversos modelos de EP (Barzegar y col., 2014). Estudios realizados empleando
modelos animales de estrés mostraron que los glucocorticoides podrian ser los
responsables del aumento de la liberacion glutamatérgica provocada por el insulto
(Fontella y col., 2004, Raudensky y Yamamoto, 2007). Mientras que otros trabajos con
diversos modelos de estrés y sobre desérdenes neuropsiquiatricos han propuestos
diversas teorias sobre las modificaciones en el sistema glutamatérgico generadas por
este particular estimulo. En su mayoria estos trabajos plantean que un aumento del
Glu en el espacio extracelular seria una de las bases de los desérdenes como la
depresion, desoérdenes neurodegenerativos y de la psicosis que se presenta como
sintoma de la esquizofrenia (Banasr y col., 2007). Una teoria opuesta plantea la
posibilidad que estas patologias sean consecuencia de una hipofuncion de la
transmision glutamatérgica causada por una disminucion en la actividad de los
receptores o una modificacién en la actividad de los transportadores (Tsapakis y
Travis, 2002). Sin embargo, todos estos autores coinciden en que un aumento en la
captacion de Glu seria un posible mecanismo detras de estos efectos del estrés, ya
sea como la causa de una disminucion en la neurotransmisibn o como una

compensaciéon al aumento en la liberacion del neurotransmisor.

3. Evaluacion de los receptores glutamatérgicos en las crias EP

Debido a que se registraron cambios en las neuronas presinapticas de los
individuos EP, se decidi6 evaluar el componente postsinaptico del sistema. Como
punto de inicio se estudié el estado de los receptores del sistema glutamatérgico,
midiendo los niveles de NMDA y AMPA utilizando como determinantes a las
subunidades NR1 y GluR4, respectivamente. Tanto en los machos como en las
hembras EP los receptores no mostraron diferencias significativas en sus niveles
proteicos con respecto a los C. Paralelamente se evaluaron los niveles de ARNm de
las mismas proteinas en las dos areas de estudios, en machos y en hembras. Los
resultados de este ensayo mostraron un aumento en el nivel del ARN mensajero de la
subunidad NR1 en la CF de las hembras EP. Resultados previos de nuestro grupo
mostraron que el estrés durante la gestacién produce un aumento del receptor NMDA
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en el HPC y en la CF de machos EP adultos (Berger y col., 2002). Esta discrepancia
entre los dos resultados obtenidos empleando el mismo modelo de experimentacion,
podria deberse a las diferencia del método de evaluacion. Para la deteccion del
receptor presente en la membrana plasméatica de la células, en el trabajo de Berger y
col (2002) se utiliz6 la autoradiografia cuantitativa, una técnica que permite la
deteccion especifica e “in situ” de un receptor empleando un ligando tritiado. Para este
trabajo de tesis los niveles de las subunidades del receptor se detectaron mediante la
técnica de Western blot, por la que se cuantificé la proteina total en un homogeneizado
de CF y del HPC, lo que podria llevar a omitir la deteccién de pequenos cambios en la
membrana. Otro de los factores que pudieron haber influido en la diferencia de los
resultados obtenidos, puede ser la edad de los sujetos en la que se realizd la
evaluacion de los receptores. En este estudio empleamos individuos de 60 dias de
edad que presentan las caracteristicas de un adulto joven, mientras que en el trabajo
anterior se emplearon individuos de 90 dias de edad, los cuales presentan una
fisiologia cerebral de adultos. Como se ha demostrado en diversos estudios, los
efectos del estrés cambian a medida que progresan los procesos de envejecimiento y
contribuyen también al desarrollo de patologias relacionadas con el aumento de la
edad (McEwen y col., 2002, Miller y O'Callaghan, 2005).

En otros modelos de estudio donde se evallan los efectos de insultos
aplicados durante la gestacion, como en el caso de la exposiciéon a etanol durante la
prefez, se ha demostrado que existen diferencias entre los efectos que se producen
sobre los receptores glutamatérgicos a nivel gendémico, proteico y funcional. Por
ejemplo, (Naassila y Daoust, 2002) encontraron aumentos en los niveles del ARN
mensajero de NR1 en el hipocampo de ratas expuestas a etanol duran la gestacion
mientras que los niveles proteicos de la misma subunidad no presentaron cambios. En
un contexto similar, con nuestro modelo, no podemos descartar la posibilidad que el
estrés aplicado en la etapa de desarrollo este modificando los niveles de NMDA
detectable en la membrana de las neuronas sin modificar los niveles de expresion
génica. También podria ocurrir que el insulto gestacional este aumentando la afinidad
del receptor por su ligando sin modificar los niveles de la proteina o de su ARN
mensajero, detectandose asi mayor cantidad de receptor en ensayos con ligandos
especificos como en MK-801 (Sun y col., 2013). Vale la pena aclarar que este tipo de
inconsistencias entre resultados obtenidos en modelos de estrés gestacional se repite
a lo largo de diversos estudios. Algunos autores han propuesto que no hay cambios en
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las subunidades de los receptores ni en los niveles de ARNm, entre EP y C (Fumagalli
y col.,, 2009, Neeley y col.,, 2011) mientras que otros, como Yaka y col (2007),
demostraron una disminucién de los niveles de NR1 en HPC de machos EP.
Matrisciano y col (2012), encontraron disminucién en los niveles de mGlu 2 y 3 de los
receptores metabotropicos. Mas alla de las diferencias, todos los modelos coinciden
en sefalar que la funcion y expresion de los receptores glutamatérgicos son
moduladas por los insultos durante el desarrollo gestacional. Asi mismo, se han
realizado estudios para determinar el origen de estas diferencias y estos demuestran
que las modificaciones encontradas dependen del modelo de EP aplicado y de las
areas cerebrales evaluadas, asi como también del tipo de animal de experimentacion
que se emplea (Laloux y col., 2012, Cottrell y Seckl, 2009).

Hasta este momento los estudios realizados en hembras coinciden que el EP
no induce cambios extremos en el SNC de estos individuos y concluyen que el hecho
que las hembras no muestren cambios podria reflejar que presentan una mayor
resistencia al insulto prenatal que los machos (Weinstock, 2007). Al igual que en este
trabajo, otros autores que evaluaron variaciones fisiolégicas en las hembras han
detectado cambios a nivel de la expresién génica, como es el caso del grupo de Van
Den Hove y col (2013) quienes encontraron una disminucién en los niveles de
expresion de NR1, N2A y mGlu5 en el HPC y CF de hembras adultas. La diferencia
entre estos resultados y los obtenidos en el presente estudio, donde las hembras EP
adultas presentaron un aumento significativo en el ARNm de NR1 en la CF (figura 15),
podrian radicar en el tipo de estrés prenatal aplicado para la evaluacién. Mientras que
nuestro grupo usa un paradigma de estrés cronico por inmovilizacion, Van Den Hove y
col (2013) aplica un paradigma de estrés variable. Mas alld de estas diferencias, el
hecho que observaramos un aumento de ARNm sin un correlato en la expresion de la
proteina podria estar indicando que el efecto del estrés a nivel de la transcripcion
podria ser posteriormente compensado durante la traduccion de la proteina del
receptor. Esto permitiria que el sistema produzca una cantidad normal de receptores
que llevarian a un funcionamiento normal del sistema glutamatérgico en las hembras
sometidas a EP.

Todos estos estudios, muestran que en la actualidad no se ha logrado
consenso general sobre los efectos del estrés gestacional a nivel de los receptores
glutamatérgicos, ya que la expresién varia segun el momento de la aplicacion del

estrés, la edad evaluada y los individuos utilizados para el andlisis. Sin embargo varios
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autores coinciden en sefalar que cuando los glucocorticoides permanecen
sostenidamente elevados, como ocurre en los modelos de estrés, afectan el sistema
glutamatérgico a nivel de la liberacion de Glu y de sus receptores, tanto en modelos
animales como en estudios con humanos (Herman y col., 2004, Martisova y col., 2012,
Solas y col., 2010).

4. El EP genera cambios en los niveles de los transportadores gliales y en
su funcién

El glutamato es removido del espacio extracelular por accién de los
transportadores de membrana celular. Entre ellos, tanto el transportador GLT1 como el
GLAST tiene un rol predominante en el SNC y actuan en forma area especifica (Huang
y Bergles, 2004, Shigeri y col., 2004). Varios estudios han demostrado que la
expresion y mantenimiento de los transportadores depende directamente del contacto
neurona-astrocito y de diversos factores neuronales (Gegelashvili y col., 2000,
Sheldon y Robinson, 2007, Swanson y col., 1997, Yang y col., 2010). En este estudio
se evalud el efecto del estrés prenatal sobre la expresion de la proteina y del ARNm
de GLT1 y GLAST en dos areas particulares del cerebro, la CF y el HPC. Los
resultados hallados muestran una sobreexpresién de la proteina y del ARNm del
transportador GLT1 en el HPC de los machos EP adultos, mientras que no se encontré
una variacién en la CF. Conjuntamente observamos que, los machos EP adultos
presentaron un aumento significativo de la captacion de Glu realizada por los
trasportadores gliales en la CF. Esta diferencia con el grupo C no fue observada en el
HPC se estos individuos. Debido a que son dos los transportadores glutamatérgicos
presentes en la fraccién glial que podrian ser responsables por esta variacion, se
aplicé el uso de dos inhibidores especificos de EAATs para caracterizar la captacion
medida en las dos fracciones de estudio. Con este fin, cuantificamos la captacién del
[PH]-Glu en presencia de DHK y TBOA en gliosomas y sinaptosomas. Este
experimento mostré dos importantes aspectos: primero, que la mayor parte de la
recaptacion en los gliosomas esté a cargo del transportador GLT 1, ya que el 80% de
la actividad resulto bloqueada por accién del inhibidor especifico de este transportador,
DHK. Segundo: la captacion en la fraccion sinaptosomal también resulto bloqueada
por DHK, lo cual indicaria que en esta fraccién habia presencia de GLT 1. Debido a
que este es un transportador activo exclusivamente en glia (Danbolt, 2001), este
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resultado estaria evidenciando una contaminacién en el proceso de extraccion de las
fracciones.

Numerosas investigaciones empleando diversos modelos y técnicas de
investigacion, han confirmado que el estrés recibido a lo largo de la vida de un
individuo tiene gran impacto en la cognicion y en las respuestas emocionales. Los
estimulos estresantes a través de sus mediadores neuroquimicos y enddcrinos,
inducen grandes alteraciones en la sinapsis glutamatérgica y esto modifica, en
consecuencia, diversos comportamientos relacionados (Musazzi y col., 2011). Por
ejemplo, Martisova y col. (2012) encontraron elevados niveles de expresién de GLT 1
en el HPC de ratas Wistar estresadas mediante separacion maternal y concluyeron
que este cambio se debia a una alta liberacion de Glu que podria ser la base del
estado depresivo que mostraban estos individuos. Zhang y col (2013) emplearon un
modelo de estrés por inmovilizacion y encontraron que los individuos jovenes que
mostraban un comportamiento de tipo depresivo también presentaban niveles bajos de
GLT 1 y EAAT 3 en el HPC, el cuerpo estriado y en la CF. A diferencia de estos
autores, en el presente trabajo no se detectaron cambios a nivel de los
transportadores glutamatérgicos en las ratas EP jovenes con respectos a los
individuos C. Esta discrepancia puede deber a que el grupo de Zhang (2013) utilizo la
cepa de ratas Sprague-Dawley mientras que nuestro grupo empleo ratas Wistar y una
ventana de aplicacion del estrés prenatal diferente a la empleada por el otro grupo. Por
su parte, Matute y col (2005), al igual que en el presente estudio, encontraron un
aumento en la captacion glutamatérgica en la CF y sugirieron que este cambio podria
reducir la eficacia de la neurotransmision del sistema, hecho que también se observa
en modelos animales de esquizofrenia y en pacientes esquizofrénicos. Los resultados
encontrados en la CF de los machos EP adultos, en coincidencia con otros
antecedentes bibliograficos (Musazzi y col., 2011, Pittenger y Duman, 2008, Racagni y
Popoli, 2008) permiten postular la hipétesis que la hiperactivacion de los
transportadores gliales en las ratas EP podria ser un proceso de compensacion
neuroprotectora contra una posible hiperactividad glutamatérgica asociada a
citotoxicidad por parte del glutamato. Los cambios especificos encontrados en el HPC,
podrian reflejar una disfuncion del sistema glutamatérgico en esta area, lo cual podria
relacionarse con los déficit de memoria y aprendizaje registrados extensamente en los
modelos de EP (Banasr y col., 2010, Schulz y col., 2011, Son y col., 2006, Yaka y col.,
2007). Otra posible explicacién a este escenario podria ser que el insulto prenatal
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induce directamente una hiperactivacion del transportador glial GLT 1 en la CF, lo que
conllevaria a una disminucion en la neurotransmision, disminuyendo asi su efectividad.
El aumento per se, de la captacién de Glu en la corteza cerebral ha sido propuesto
como uno de los factores en el desarrollo de la esquizofrenia (Tsai y Coyle, 2002) y
esta coincidencia refuerza una teoria de causa y efecto ya estudiada entre los insultos
gestacionales y el desarrollo de sintomas esquizoides (Koenig y col., 2005, Lahti y col.,
2009, Moore y Susser, 2011). Las alteraciones en el sistema glutamatérgico juegan un
importante papel en la fisiopatologia de diversos trastornos como la depresién y la
ansiedad (Chen y col., 2010, McEwen, 2012, Ongur y col., 2008). En este modelo de
estrés por inmovilizacién, los machos EP muestran comportamientos de tipo ansioso
(Barros y col., 2006b), una alteracién que en conjunto con los resultados obtenidos,

podria relacionarse con una alteracion de la transmisién glutamatérgica en la CF.

5. Crias machos y hembras en el modelo de estrés gestacional.

A lo largo del desarrollo de este trabajo pudimos observar que hubo ciertos
efectos que se detectaron Unicamente en la cria macho y otros, en menor numero, que
se detectaron solo en las crias hembra. Los diferentes estudios realizados para
evaluar como el estrés gestacional influye en los dos géneros coincide que los
cambios en el aprendizaje, las variaciones en la LTP y las reducciones en la densidad
dendritica son principalmente detectadas en los machos EP, mientras que las crias
hembra presentan mayoritariamente cambios a nivel de la respuesta del eje
hipotalamico pituitario adrenal y en los comportamientos de tipo ansiosos y depresivos
(Weinstock, 2001, 2008). Entre otros, Bowman y col (2004) demostraron que hay
diferencias entre los géneros para parametros como las concentraciones de la
noradrenalina, la serotonina y la dopamina en el HPC y en la CF. En el HPC de
hembras, se han registrado variaciones en la funciéon de los glucocorticoides (Liu y
col., 2006) y de los estrégenos, que llevaron a un aumento en la cantidad de dendritas
neuronales en conjunto con un aumento en el registro de la intensidad de la LTP
(Woolley y col., 1997). Cambios a nivel de las células gliales también han sido
registrados en hembras EP, las cuales mostraron una reduccién en el numero de estas
células, especificamente, en la capa piramidal del HPC. Ademas estos sujetos
experimentales mostraron un incremento de anhedonia y una menor actividad

cognitiva, efecto que también fue registrado con menos intensidad en los machos EP

94



Discusion

(Behan y col.,, 2011). El paradigma de estrés prenatal es un modelo bien
documentado, que genera variaciones neurobioldgicas y comportamentales en las
crias que lo experimentaron y ha sido altamente correlacionado con el desarrollo de
diversos desérdenes como la depresion, el comportamiento obsesivo compulsivo e
incluso rasgos esquizoides (Joels y Baram, 2009, Maccari y Morley-Fletcher, 2007).
Como los antecedentes registrados hasta el presente lo muestran, los cambios
inducidos por el EP y sus ocurrencias genero especificas estan influenciados por la
especie, la cepa y la edad de la cria que se evallua, asi como también del tipo de
agente de estrés, de su duracién y del momento en el que fue aplicado a la madre
gestante (Behan y col., 2011, Lemaire y col., 2000, Mueller y Bale, 2007, Schmitz y
col., 2002, Zagron y Weinstock, 2006, Zuena y col., 2008). Resulta claro que para
poder determinar qué efectos del insulto prenatal estdn asociados a cada género se
necesitardn un mayor numero de estudios en cada grupo, e incluso mas estudios

comparativos entre machos y hembras bajo el mismo tratamiento experimental.
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Conclusion

Este estudio se realizd con el objetivo de explorar la sinapsis glutamatérgica en
el cerebro de ratas adultas sometidas a estrés prenatal y para poner a prueba la
hipbtesis que los insultos durante la gestacion inducen variaciones del sistema que
finalmente modifican su funcion. A pesar que en este estudio no se registraron
cambios a nivel del metabolismo, ni de la sintesis del aminoacido Glu y que no se
encontrd un cambio significativo en la liberacion del neurotransmisor Glu, se demostré
que los individuos machos expuestos a EP presentan un aumento en los niveles de
GLT1 y un incremento en la actividad de captacion del aminoacido desde el espacio
sinaptico. También pudimos identificar que los organismos macho no muestran los
mismos cambios que los organismos hembra cuando son expuestos a estrés
gestacional. Ambos géneros experimentan diferente variaciones, reflejando que las
hembras podrian ser mas resistentes a los efectos del EP que los machos. Este topico
requiere de mas estudios comparativos para poder obtener una conclusién definitiva
sobre los efectos de los insultos prenatales que estan asociados a un género
especifico y que no afectan al otro. Todos los cambios registrados en este trabajo
implicarian que el estrés, experimentado por la madre, durante la gestacion provoca
una variacién en los componentes participantes de la sinapsis glutamatérgica en el
SNC de las crias que podria desencadenar una alteracién en la funcion sinaptica
modificando su efectividad en dos importantes areas del cerebro como la CF y el HPC.
Esta alteracién, en las crias macho adultas, podria deberse a una captacién
exacerbada del Glu en la CF, que el sistema podria estar compensado mediante un
aumento en la cantidad de vesiculas sinapticas disponibles. Asi mismo, podria ocurrir
que la modificacion a nivel de la corteza esté produciendo un aumento en la
disponibilidad del neurotransmisor, que podria ser compensado por un aumento en la
recaptacién a nivel glial evitando un posible efecto de hiperactividad y citotoxicidad del
neurotransmisor. En cualquiera de estos escenarios la transmision glutamatérgica
estaria alterada en estas areas cerebrales, modificando también la sefal
glutamatérgica a otras areas del cerebro. A nivel del HPC detectamos cambios en los
niveles del ARNm de los transportadores gliales y de sus proteinas, pero no asi en su
funcionalidad. Por lo que es posible postular que esta area, en los machos adultos, es
mas resiliente a los efectos del estrés prenatal y no experimenta cambios funcionales
a nivel de la sinapsis glutamatérgica en los puntos aqui evaluados. Tomando estas
variaciones desde otro enfoque, los cambios registrados podrian estar mostrando que
el HPC es mas susceptible a los efectos de EP a nivel de la regulacién génica, la
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transcripcién y la traduccion, y seria en estos puntos donde el insulto gestacional
estaria modelando el sistema. Estas variaciones no se verian compensadas a nivel de
la funcion de los transportadores, déficit que podria ser la base de las alteraciones
detectadas a nivel de comportamiento y aprendizaje ligadas al hipocampo.

En sintesis, este estudio fue realizado con el objetivo de probar la hipétesis que
el estrés durante la gestacion genera cambios en el sistema glutamatérgico de las
crias que modifican su funcion. Aun cuando los niveles metabdlicos y la liberacion de
Glu no fueron alterados por el insulto gestacional, los niveles de GLT1 y su funcién
sufrieron un incremento en el cerebro de los machos adultos expuestos a estrés
durante el desarrollo. Los cambios reportados en este trabajo, podrian estar poniendo
en evidencia un déficit en la fuerza sindptica como consecuencia de la captacién
aumentada del neurotransmisor con un concomitante proceso de compensacion

mediante el aumento del neurotransmisor disponible para ser liberado.
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