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1. Resumen 

El glutamato, como principal neurotransmisor excitador en el sistema 

nervioso central (SNC), es fundamental en diversos procesos fisiológicos, incluida 

la transmisión de señales neuronales y la plasticidad sináptica. Sin embargo, su 

desrregulación puede conducir a neurodegeneración por excitotoxicidad. Para 

controlar y contrarrestar los efectos nocivos del glutamato excedente, los 

transportadores de aminoácidos excitadores de alta afinidad (EAATs) capturan al 

glutamato del espacio sináptico, contribuyendo a la modulación de la 

neurotransmisión glutamatérgica. Los astrocitos expresan altos niveles de EAATs, 

especialmente de EAAT1 y EAAT2, responsables de 90% de la captura del 

glutamato.  

El receptor a histamina H3 (H3R) se expresa tanto en neuronas como en 

astrocitos, con una localización importante en regiones como el hipotálamo, la 

corteza cerebral y el neoestriado. Las vías de señalización activadas por el H3R 

incluyen algunas de las que se han asociado con la modulación de la expresión de 

los EAATs, como las vías PLC/PKC, ERK y PI3K/Akt-PKB; sin embargo, la 

información sobre la función del H3R en astrocitos es todavía escasa. Por esta 

razón, este trabajo se centró en evaluar el efecto de la activación de los H3Rs 

astrocíticos en la captura de glutamato utilizando cultivos primarios de astrocitos 

cerebro-corticales. 

Los resultados muestran que en astrocitos cerebro-corticales en cultivo 

primario la captura de glutamato se debe principalmente al EAAT1, a diferencia del 

cerebro adulto donde participa mayormente el EAAT2. La activación aguda (10 min) 

del H3R en astrocitos en cultivo primario no modifica la captura de glutamato; sin 

embargo, la activación subaguda por 1, 2 y 3 días aumenta significativamente la 

captura del neurotransmisor, posiblemente a partir de alguna de las vías de 

señalización involucradas en la expresión de los EAATs. 
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2. Abstract 

Glutamate, as the main excitatory neurotransmitter in the central nervous 

system (CNS), plays a fundamental role in various physiological functions, including 

neurotransmission and synaptic plasticity. However, its dysregulation can lead to 

neurodegeneration through excitotoxicity. To counteract the harmful effects of the 

excess of glutamate, high-affinity excitatory amino acid transporters (EAATs) 

capture and recycle glutamate from the synaptic space, contributing to the 

modulation of glutamatergic neurotransmission. Astrocytes express high levels of 

EAATs, especially EAAT1 and EAAT2, which are responsible for 90% of glutamate 

uptake. 

The histamine H3 receptor (H3R) is expressed in both neurons and astrocytes, 

with a prominent localization in regions such as the hypothalamus, cerebral cortex, 

and striatum. Signalling pathways activated by H3R include some that have also 

been associated with the modulation of EAAT expression, such as PLC/PKC, ERK, 

and PI3K/Akt-PKB; however, little is known about the function of the H3R in 

astrocytes. Therefore, this study focused on the effect of H3R activation of on 

glutamate uptake by cerebro-cortical astrocytes in primary culture. 

The results show that in astrocytes, glutamate uptake occurs mainly by 

EAAT1, unlike the adult brain where EAAT2 is mostly involved. The acute (10 min) 

activation of H3R does not modify glutamate uptake. However, subacute activation 

for 1, 2, and 3 days significantly increases neurotransmitter uptake, possibly through 

one of the signalling pathways involved in the regulation of EAAT expression. 
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3. Introducción 

3.1.  Astrocitos  

La glía se constituye por células no neuronales especializadas que participan 

de manera importante en el desarrollo y función del sistema nervioso central (SNC) 

y en los procesos patológicos que lo afectan (Lee et al., 2022). Estas células 

incluyen la microglía, los oligodendrocitos, las células progenitoras de 

oligodendrocitos, la glía radial y los astrocitos (Allen y Lyons, 2018; Lee et al., 2022). 

Los astrocitos constituyen alrededor del 90% de la población celular del SNC 

humano (Herculiano-Hozuel, 2014; Gorshkov et al., 2018; Brazhe et al., 2023) y 

poseen una citoarquitectura y distribución espacial que les permite percibir y 

responder a diversos estímulos del medio que los rodea (Fig. 1) (Gorshkov et al., 

2018; Tavares et al., 2024). 

De acuerdo con sus características morfofuncionales, los astrocitos se 

clasifican en dos tipos: a) protoplasmáticos, localizados principalmente en la materia 

gris, con extensiones radiales ramificadas que conectan con numerosas sinapsis; y 

b) fibrosos, ubicados en la materia blanca, con procesos largos y delgados que se 

ramifican y se conectan con los nodos de Ranvier (Sofroniew y Vinters, 2010; 

Gorshkov et al., 2018).  

Durante varias décadas, se consideró que la única función de los astrocitos 

era proporcionar soporte estructural a las neuronas, sin embargo, en la actualidad 

se reconoce que estas células participan en una gran variedad de procesos 

fisiológicos y fisiopatológicos (Molofsky y Deneen, 2015; Olsen et al., 2015; Lee et 

al., 2022). Los astrocitos maduros participan en la regulación de la sinaptogénesis 

y de la transmisión sináptica, la homeostasis iónica, mantenimiento de la barrera 

hematoencefálica, modulación del metabolismo de glucosa, secreción de factores 

neurotróficos, provisión de nutrientes y oxígeno, disminución del estrés oxidativo y 

reparación tisular, entre otros procesos (Volterra y Meldolesi, 2005; Belmaati-

Cherkaoui et al., 2021; Wahis et al., 2021; McNair et al., 2023; Cantando et al., 2024; 

Escalada et al., 2024). Además, durante el neurodesarrollo participan en procesos 
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como la neurogénesis, brindando apoyo trófico neuronal para la formación y 

mantenimiento de los circuitos neuronales (Ricci et al., 2009; Bartkoska et al., 2024).  

 

Figura 1. Representación esquemática de algunas interacciones funcionales 

de los astrocitos bajo condiciones fisiológicas. Se muestra la comunicación 

astrocito-astrocito, el mantenimiento neurovascular de la barrera hematoencefálica 

(BBB), la interacción de los astrocitos con la microglía y los oligodendrocitos, así 

como el acoplamiento metabólico astrocito-neurona, además de la regulación de la 

sinaptogénesis y de la plasticidad sináptica (Imagen tomada de Escalada et al., 

2024). 

 

3.2.  Sistema glutamatérgico en el sistema nervioso central (SNC) 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC de los 

vertebrados y está presente en prácticamente todas las regiones del cerebro, 

estando implicado en procesos como la plasticidad sináptica, la neurogénesis, 

consolidación de la memoria, migración y diferenciación celular, así como en la 

neurodegeneración (Birur et al., 2017; Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021).  
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La mayor parte de glutamato en el cerebro procede de la síntesis local en las 

terminales sinápticas a partir de L-glutamina debido al ciclo glutamato/glutamina; 

una vez sintetizado, se almacena en vesículas sinápticas hasta su liberación al 

espacio sináptico (Albarracín et al., 2016). 

Este neurotransmisor ejerce sus acciones mediante la activación de 

receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA y kainato) que producen una rápida 

despolarización de la membrana celular, y de receptores metabotrópicos (mGluRs, 

por metabotropic Glutamate Receptors) que pueden promover respuestas 

excitadoras o inhibidoras lentas, aunque más prolongadas, dependiendo del grupo 

de mGluR que activen, con ambos tipos de receptores ampliamente distribuidos 

tanto en neuronas como en astrocitos (Stanley et al., 2017; Chen et al., 2023). El 

grupo I (mGluR1 y mGluR5) promueve respuestas excitatorias, mientras que los 

grupos II (mGluR2 y mGluR3) y III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8) son 

inhibitorios (Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021; Kochoian et al., 2023).  

La concentración basal de glutamato en el espacio sináptico varía entre 25 y 

89 nM y puede alcanzar concentraciones en el rango milimolar cuando se libera de 

las vesículas sinápticas a la zona activa (Maragakis y Rothstein, 2004); por tal 

motivo, una vez que se activan los receptores a glutamato, los niveles extracelulares 

de este neurotransmisor deben ser restablecidas a la concentración basal, ya que 

la sobre-activación de los receptores glutamatérgicos ionotrópicos produce muerte 

neuronal, proceso denominado excitotoxicidad (Martínez-Lozada y Ortega, 2023). 

La mayor parte de los trastornos neurodegenerativos están asociados con 

alteraciones en la concentración de ciertos neurotransmisores, entre ellos el 

glutamato (Pannasch et al., 2014; Remahi et al., 2024). Por esta razón, es necesaria 

una comunicación bidireccional glial/neuronal finamente coordinada para la 

adecuada transducción de señales por parte de este neurotransmisor (Silva-Parra 

et al., 2023). La regulación de la transmisión glutamatérgica se produce a nivel de 

su síntesis y liberación por las terminales glutamatérgicas, así como por su remoción 

del espacio sináptico mediante transportadores presentes principalmente en la 
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membrana plasmática de astrocitos peri-sinápticos y, en menor proporción, en las 

mismas neuronas glutamatérgicas (Holmseth et al., 2012; Jungblut et al., 2012; 

Danbolt et al., 2016; Zhou et al., 2019; Das et al., 2024). 

 

3.3. Sistema histaminérgico en el SNC 

La histamina es una amina biogénica endógena ampliamente presente en el 

cuerpo de los mamíferos. En el cerebro, se sintetiza a partir del aminoácido L-

histidina por la acción de la enzima descarboxilasa de histidina (HDC, por Histidine 

Descarboxylase) expresada por neuronas del núcleo tuberomamilar (TMN, por 

Tuberomamillary Nucleus) localizado en el hipotálamo posterior (Panula y Nuutinen, 

2013).  

Con aproximadamente 65,000 neuronas histaminérgicas en el cuerpo 

humano, estas células proyectan sus axones amielínicos hacia diversas áreas del 

cerebro, donde regulan una amplia variedad de funciones como el ciclo sueño-

vigilia, la temperatura corporal, la actividad motriz, procesos inflamatorios, la 

percepción del dolor, el comportamiento sexual, y la memoria y el aprendizaje, 

mediante la modulación de la excitabilidad neuronal y la transmisión de señales (Fig. 

2) (Benarroch, 2010; Aquino-Miranda et al., 2012  Panula y Nuutinen, 2013; 

Provensi et al., 2020; Philippu, 2023). Sin embargo, la histamina también está 

implicada en diversos procesos patológicos relacionados con neurodegeneración 

(Xu et al., 2018; Sharma et al., 2021). 

 

Figura 2. Esquema representativo del sistema 

histaminérgico del cerebro humano. Corte sagital que 

muestra las principales vías histaminérgicas ascendentes 

y descendentes desde el hipotálamo posterior hacia la 

corteza cerebral, el neoestriado, el tálamo, el cerebelo, el 

tallo del encéfalo y la médula espinal (Imagen modificada 

de Panula y Nuutinen, 2013). 
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Los efectos de la histamina se deben a la activación de sus 4 receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs, por G Protein-Coupled Receptor): H1R, H2R, H3R 

y H4R, que activan o modulan diversas vías de señalización para generar 

respuestas celulares específicas (Tabla 1). En el SNC los efectos de la histamina 

en células neuronales se restringen a la activación de los receptores H1R, H2R y 

H3R (Lin et al., 2023; Xu y Pittenger, 2023). 

Tabla 1. Características moleculares y funcionales de los receptores a 

histamina expresados en el SNC. 

 Receptores 

 H1R H2R H3R 

Ubicación 
cromosomal 

(humano) 
3p25 (ID: 3269) 5q35.2 (ID: 3274) 

20q13.33 (ID: 
11255) 

Aminoácidos 487 (56 kDa) 359 (40 kDa) 445 (49.4 kDa) 

Proteína G Gq/11 Gs Gi/o 

Respuesta 
celular 

↑ PLC: ↑ IP3,  
↑ [Ca2+]i, 

↑ DAG (↑ PKC) 

↑ AC, ↑ AMPc, ↑ 
PKA 

 

↓ AC, ↓ AMPc,  
↑ [Ca2+]i, ↑ MAPKs,  

↑ Akt/GSK3 

Agonistas 
selectivos 

2-tiazoliletilamina 
Histaprodifeno 

Dimaprit 
Amtamina 

R--metilhistamina 
Immepip 

Immetridina 

Antagonistas 
Pirilamina 

(mepiramina) 

Ranitidina 
Zolantidina 

 

Tioperamida 
Clobenpropit 

Ciproxifan 

Afinidad por  
la histamina 

Micromolar (µM) Micromolar (µM) Nanomolar (nM) 

Radioligandos 
[3H]-pirilamina 

[3H]-mepiramina 

[3H]-tiotidina 
[125I]-yodo-

aminopotentidina 

[3H]-N-α-metil-
histamina 

[3H]-R-α-metil-
histamina 

Tabla tomada de Tesis de maestría de Almazán-Gregorio, 2022. 
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4. Antecedentes generales 

 

4.1. Regulación del metabolismo del glutamato por astrocitos 

Se ha descrito que los astrocitos pueden secretar quimiocinas, citocinas, 

neurohormonas, neurotransmisores, nucleósidos, nucleótidos y aminoácidos 

mediante diversos mecanismos como la exocitosis, la difusión pasiva y el transporte 

activo (Verkhratsky et al., 2016; Sidoryk-Węgrzynowicz et al., 2024). Los astrocitos 

presentan diferentes perfiles metabólicos de acuerdo con la demanda energética 

local y el estado nutricional del organismo para promover una adecuada función 

neuronal, por lo que comprender su metabolismo ha tomado gran relevancia en las 

últimas décadas (Gorshkov et al., 2014; Barros et al., 2024).  

Un desequilibrio en el metabolismo astrocítico se ha asociado con la 

fisiopatología de trastornos neurodegenerativos como las enfermedades de 

Alzheimer, Parkinson y Hungtington y la esclerosis lateral amiotrófica, entre otros 

(Ahmad et al., 2024; Cohen et al., 2024; Stoklund Dittlau y Freude, 2024; Yang et 

al., 2024). Por tal motivo, las interacciones apropiadas entre astrocitos y neuronas 

son fundamentales para mantener la homeostasis de neurotransmisores como 

glutamato y el ácido -aminobutírico (GABA, por gamma-Aminobutyric Acid ; Allen 

et al., 2002; Gavillet et al., 2008; Sofroniew y Vinters, 2010; Lee et al., 2022; 

Escalada et al., 2024). 

El glutamato es un excelente sustrato oxidativo para los astrocitos (McKenna, 

2012; Dienel, 2013; Andersen y Schousboe, 2023). En la década de 1980, se aceptó 

que el glutamato funge como neurotransmisor por su efecto excitador en neuronas 

(Hayashi, 1954; Curtis et al., 1959; Schousboe, 1981), y utilizando [14C]-glutamato 

se demostró que una gran parte del glutamato exógeno es transformado a glutamina 

y aspartato por astrocitos en cultivo primario (Fig. 3) (Yu et al., 1982; Waniewsky y 

Martin, 1986), aunque una parte de este neurotransmisor también se pierde como 

[14CO2] a partir de su oxidación en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Yu et al., 

1982; McKenna et al., 1996; Sonnewald et al., 1996). 
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Figura 3. Distribución de la radiactividad presente en glutamato (□), glutamina 

(▲), aspartato (X) y metabolitos desaminados de glutamato (○) en astrocitos 

en cultivo primario de rata, en función del tiempo de incubación. Los astrocitos 

se incubaron con L-[U-14C]-glutamato (9 µM) por tiempos de 1-120 min. Se muestra 

la disminución de la radiactividad correspondiente a glutamato a lo largo del tiempo 

y un aumento en la radiactividad debida a la glutamina. Los resultados corresponden 

a la radiactividad presente en las fracciones correspondientes del análisis por HPLC. 

Los valores corresponden al promedio ± SEM de tres experimentos (Imagen tomada 

de Waniewski y Martin, 1986). 

 

El exceso de glutamato liberado en una sinapsis es captado principalmente 

por astrocitos (Hertz et al., 1999; Bak et al., 2006; Guillem del Ángel, 2015; Andersen 

y Schousboe, 2023). Posteriormente, dentro del astrocito la sintasa de glutamina 

(GS) convierte el glutamato en glutamina, que se transporta al espacio extracelular 

y es captada por neuronas glutamatérgicas donde se vuelve a transformar en 

glutamato por la glutaminasa activada por fosfatos (Vázquez-Durán et al., 2024). El 

transporte transcelular de glutamato neuronal, así como de glutamina astrocítica, 

constituye la base del reciclaje del glutamato, conocido colectivamente como ciclo 

glutamato/glutamina (Fig. 4), descrito desde la década de 1960, esencial para 

mantener los niveles adecuados de glutamato en el cerebro (Hong et al., 1959; 



10 

 

Salganicoff y Derobertis, 1965; Dixon y Severin, 1968; Regunathan y Sundaresan, 

1985). 

 

Figura 4. Ciclo glutamato-glutamina. Los astrocitos obtienen el glutamato a través 

de su captura desde el espacio sináptico o mediante el ciclo de Krebs, donde el 

intermediario metabólico α-cetoglutarato (KG) se transforma en glutamato mediante 

transaminación, y el glutamato, por la acción de la enzima sintasa de glutamina 

(GS), se transforma en glutamina que es transportada al espacio extracelular para 

ser captada por las neuronas presinápticas. En la neurona, la glutamina se 

transforma en glutamato mediante la enzima glutaminasa activada por fosfatos 

(PAG), para ser almacenado en vesículas sinápticas cuyo contenido se libera por 

exocitosis para activar sus receptores. El exceso de glutamato liberado durante la 

sinapsis se internaliza en los astrocitos mediante transportadores (Imagen tomada 

de Vázquez-Durán et al., 2024). 

Además de su función en el reciclaje de glutamato, los astrocitos también 

pueden sintetizar glutamato de novo a partir de glucosa o lactato en el TCA. El α-

cetoglutarato (α-KG, por α-ketoglutarate), un intermediario metabólico en el TCA se 

convierte en glutamato mediante transaminación por la enzima aminotransferasa de 

aspartato (Andersen y Schousboe, 2023). Esta capacidad de los astrocitos para 

sintetizar glutamato de novo proporciona una fuente adicional de este 

neurotransmisor importante para las neuronas (Guillem del Ángel, 2015; Vázquez-

Durán et al., 2024). 
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4.2. Transportadores de aminoácidos excitadores de alta afinidad (EAATs)  

El glutamato es el principal mediador de señales excitatorias, así como de la 

plasticidad del SNC, incluida la eliminación celular (Zhou y Danbolt, 2014). Desde 

hace más de 30 años, se ha demostrado que la activación excesiva y prolongada 

de los receptores ionotrópicos y metabotrópicos de glutamato puede ocasionar 

muerte neuronal por excitotoxicidad (Fig. 5) (Swanson et al., 1997; Olney et al., 

1974; McDonald y Johnston, 1990; Danbolt, 2001; Martínez et al., 2014) y que el 

bloqueo de dichos receptores en modelos in vivo atenúa el daño observado en 

animales con lesiones agudas (Faden et al., 1989; Yang et al., 2024).  

 

Figura 5. Transmisión sináptica y función mitocondrial en condiciones 

fisiológicas y de neurodegeneración. En condiciones fisiológicas el glutamato 

excedente es capturado del espacio sináptico por los EAATs en astrocitos y 

terminales glutamatérgicas presinápticas previniendo la excitotoxicidad. Bajo 

condiciones fisiopatológicas, la acumulación excesiva de glutamato en el espacio 

sináptico conlleva a la sobre-activación de receptores glutamatérgicos 

postsinápticos como los NMDA, que a su vez resulta en un rápido y sostenido 

incremento de la concentración intracelular de Ca2+; esta desrregulación contribuye 

a un aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS) por parte de la mitocondria 

(Imagen modificada de Yang et al., 2024). 
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Por lo anterior, el glutamato debe estar presente en las concentraciones 

adecuadas en los lugares correctos y en el momento adecuado (Zhou y Danbolt, 

2014; Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021). Durante las décadas de 1930 y 1940 

se describió que el glutamato participa de manera muy importante en el 

metabolismo neuronal y que las células del cerebro poseen la capacidad de capturar 

grandes cantidades de glutamato del espacio extracelular (Krebs, 1935; Stern et al., 

1949). Debido a que a la fecha no se ha descrito una enzima que sea capaz de 

degradar el exceso de glutamato en el espacio sináptico y que la captura de 

glutamato (principalmente por astrocitos) es el único mecanismo capaz de 

restablecer los niveles basales de este neurotransmisor y proveer de protección a 

cultivos primarios de neuronas a los niveles altos de glutamato (Fig. 6), se deduce 

que la actividad excitatoria en el cerebro depende de la actividad de los 

transportadores glutamato dependientes de Na+ (Rosenberg et al., 1992; Danbolt et 

al., 2016), denominados transportadores de aminoácidos excitadores de alta 

afinidad (EAATs por Excitatory Amino Acid Transporters) (Danbolt, 2001; 

Kovermann et al., 2022).  

En la década de 1990, se identificaron los primeros EAATs, dos en el cerebro 

anterior de la rata y uno en el intestino delgado de conejo: 1) Transportador a 

glutamato 1 (GLT-1, por Glutamate Transporter 1); 2) Transportador de 

glutamato/aspartato (GLAST, por Glutamate/Aspartate Transporter), y 3) 

Acarreador de aminoácidos excitadores 1 (EAAC1, por Excitatory Amino Acid 

Carrier 1) (Kanai y Hediger, 1992; Pines et al., 1992; Storck et al., 1992; Swanson 

et al., 1997). Para los transportadores homólogos del humano se utiliza la 

denominación EAAT1, EAAT2 y EAAT3 para GLAST, GLT-1 y EAAC1, 

respectivamente (Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021; Cortese et al., 2023). 
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Figura 6. Neurotoxicidad por L-glutamato en cultivos neuronales pobres y 

ricos en astrocitos. Se muestra la relación concentración-respuesta de L-

glutamato y muerte neuronal en cultivos pobres y ricos en astrocitos. La potencia de 

L-glutamato en cultivos pobres en astrocitos es aproximadamente 34 veces la 

observada en cultivos ricos en astrocitos, resaltando la importancia de estas células 

para reducir la excitotoxicidad. Las barras de error corresponden a la desviación 

estándar (Imagen modificada de Rosenberg et al., 1992). 

 

El EAAT2 se purificó mediante la solubilización de membranas cerebrales de 

rata con un detergente y fraccionamiento por cromatografía (Danbolt et al., 1990); 

una vez purificada, se generaron anticuerpos contra dicha proteína que se utilizaron 

en ensayos de inmunocitoquímica, mostrando a los astrocitos intensamente 

marcados mientras que las neuronas y terminales glutamatérgicas fueron marcados 

escasamente (Danbolt et al., 1992; Lehre et al., 1995). Estudios posteriores de 

hibridación in situ indican que el ARNm de este transportador también está presente 

en varias poblaciones neuronales (Berger y Hediger, 1998); sin embargo, el 

promotor del EAAT2 se encuentra altamente activo en los astrocitos, en contraste 

con dichas poblaciones neuronales (de Vivo et al., 2010). 
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Simultáneamente, pero de manera independiente, otros equipos de 

investigación clonaron al EAAT1 y al EAAT3 utilizando enfoques completamente 

diferentes (Zhou y Danbolt, 2014). En 1992, al purificar una galactosiltransferasa del 

cerebro de rata, se observó que una glicoproteína hidrofóbica de 66 kDa co-

purificaba con dicha proteína. Se obtuvieron secuencias parciales de aminoácidos 

de la glicoproteína y se sintetizaron sondas de oligonucleótidos, resultando en la 

identificación de una proteína de 543 aminoácidos de longitud que corresponde al 

EAAT1 (Storck et al. 1992), de expresión exclusiva en astrocitos. Con respecto al 

EAAT3, este se aisló del yeyuno del conejo mediante clonación de expresión en 

ovocitos de Xenopus laevis (Kanai y Hediger, 1992). Este es un transportador 

neuronal que no se expresa en células de la glía (Holmseth et al., 2012), y su 

localización en la neurona se limita selectivamente al soma y a las dendritas (Cheng 

et al., 2002). 

Finalmente se identificaron el EAAT4 en el soma y dendritas de neuronas de 

Purkinje (Fairman et al., 1995) y el EAAT5 en la retina (sin reportarse en otras 

regiones del SNC) (Arriza et al., 1997); ambos EAATs se caracterizan por un 

transporte más lento y altas conductancias a cloruro (Zhou y Danbolt, 2014; 

Kovermann et al., 2022). 

La actividad de los EAATs está condicionada por los gradientes de 

concentración a través de la membrana de los iones Na+, K+ y H+ así como la fuerza 

impulsora (driving force) que revertiría la actividad transportadora (Olivares-

Bañuelos et al., 2019). La estequiometría del transporte es que, por cada molécula 

de glutamato capturada los EAATs incorporan simultáneamente 3 Na+ y 1 H+, 

mientras liberan 1 K+ y 1 OH- o HCO3
-. Este proceso está acompañado de un 

constante consumo de ATP, que en conjunto se conoce como el "mecanismo de 

transporte de los EAATs dependiente de Na+" (Yang et al., 2024). 
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4.3. Receptores a histamina en el SNC 

La histamina es un neurotransmisor que regula una importante cantidad de 

funciones cerebrales a partir de la activación alguno de los tres receptores (H1R, 

H2R, H3R) acoplados a proteínas G expresados en el SNC (Panula et al., 2015; 

Quian et al., 2022). Los H1Rs y H2Rs se expresan tanto en neuronas como en 

células de la glía, mientras que el H3R se encuentra principalmente en neuronas y 

en menor proporción en células gliales (Takumida et al., 2016). 

H1R. Este receptor se expresa en SNC, pulmones y vasos sanguíneos (Schneider 

et al., 2014) y posee una estructura que incluye una tercera asa intracelular grande 

(208 aminoácidos), un extremo carboxilo (C-terminal) intracelular corto (17 

aminoácidos), que se asocia con proteínas Gαq/11, lo que lleva a la activación de la 

fosfolipasa C (PLC, por phospholipase C) promoviendo la hidrólisis del  4,5-bifosfato 

de fosfatidilinositol (PIP2, por phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) a 1,4,5-trifosfato 

de inositol (IP3, por inositol 1,4,5-trisphosphate) y 1,2-diacilglicerol (DAG, por 

diacylglycerol), además de la activación de la cinasa C de proteínas (PKC, por 

Protein Kinase C) que cataliza la fosforilación de residuos de Serina y Treonina de 

proteínas efectoras (Panula et al., 2015). El IP3 induce la liberación de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares, pudiendo activar así a la mayoría de las neuronas en 

diversas áreas del cerebro, incluyendo el tallo encefálico, el hipotálamo, el 

hipocampo, el tálamo, el bulbo olfatorio, la amígdala, el septum y la corteza cerebral 

(Quian et al., 2022). 

Este receptor está implicado en la función motora, el estado de ánimo, la 

vigilia, el sueño, los ritmos circadianos, la cognición, la percepción del dolor, la 

termorregulación, la ingesta de alimentos y el gasto energético (Mochizuki, 2022). 

Se ha mostrado que los antagonistas del H1R de primera generación aumentan la 

susceptibilidad a la sedación, gracias a su capacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica, por lo que estos fármacos se utilizan en el tratamiento del 

insomnio (Porwal et al., 2021).  
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H2R. Este receptor, expresado en el estómago, corazón y post-sinápticamente en 

el SNC, tiene una tercera asa intracelular corta (30 aminoácidos), un C-terminal 

largo (70 aminoácidos) y se acopla a proteínas Gαs. En el cerebro humano, el H2R 

está ampliamente distribuido en los ganglios basales, el hipocampo, la amígdala y 

la corteza cerebral (Quian et al., 2022) y está implicado en la modulación del ritmo 

circadiano, los procesos cognitivos, la ingesta de alimentos y el metabolismo de la 

glucosa (Panula, 2021). La activación del H2R estimula a las adenilil ciclasas (ACs) 

y por lo tanto la síntesis del 3’-5’-monofosfato cíclico de adenosina (AMPc, por Cyclic 

Adenosine Monophosphate), que a su vez activa a la cinasa A de proteínas (PKA, 

por Protein Kinase A) (Panula y Nuutinen, 2013). La PKA estimula la función de la 

proteína de unión al elemento de respuesta del AMPc (CREB, por Cyclic AMP 

Response Element-Binding Protein), un regulador clave en la fisiología y plasticidad 

neuronales. 

H3R. El receptor presenta múltiples isoformas derivadas del splicing alternativo de 

dos o tres intrones, que varían principalmente en la longitud de la tercera asa 

intracelular y tienen una expresión diferencial en el SNC, con mayores niveles en la 

corteza cerebral, el neoestriado y el hipocampo (Drutel et al., 2001).  

Los H3Rs se acoplan a proteínas Gαi/o y su activación (Fig. 7): 1) disminuye 

la formación de AMPc, que a su vez conlleva a la reducción en la actividad de la 

PKA; 2) inhibe el intercambiador Na+/H+ neuronal; 3) activa a la fosfolipasa A2 (PLA2, 

por Phospholipase A2) para la formación y liberación de ácido araquidónico, 

lisofosfolípidos y ácido decosahexaenoico; 4) activa cinasas de proteína activadas 

por mitógenos (MAPKs, por Mitogen-activated protein kinases); 5) activa la vía de 

la 3-cinasa de fosfatidil inositol/ cinasa de proteínas B (PI3K/Akt-PKB); 6) mediante 

los dímeros Gβγ inhibe la actividad de los canales de Ca2+ activados por voltaje y 

activa a los canales de K+ rectificadores entrantes activados por proteínas G 

(GIRKs, por G protein-gated inwardly rectifying channels), conllevando a la 

disminución de la liberación de neurotransmisores (Aquino-Miranda et al., 2012). 
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Figura 7. Efectos intracelulares de la 

activación de los H3Rs. Se ilustran la 

disminución de la formación de AMPc, 

inhibición del intercambiador Na+/H+ 

neuronal, disminución de la corriente 

debida a los canales de Ca2+ activados por 

voltaje, activación de la vía de las MAPKs y 

activación de la fosfolipasa A2 (Imagen 

tomada de Aquino-Miranda et al., 2012). 

 

 

4.3.1. Receptor a histamina H3 (H3R)  

El H3R se encuentra ampliamente distribuido en el SNC, principalmente en 

las terminales sinápticas, aunque actualmente se acepta su expresión 

postsináptica, tanto en somas y dendritas, así como en astrocitos (Aquino-Miranda 

et al., 2012; Riveros et al., 2024). Este receptor se describió por primera vez en la 

década de 1980 como un autorreceptor con capacidad de disminuir la liberación y 

la síntesis de histamina en rebanadas de la corteza cerebral (Fig. 8) (Arrang et al., 

1983; Arrang et al., 1987). Posteriormente se reportó su presencia como 

heteroreceptor en terminales sinápticas de otras neuronas inhibiendo la liberación 

de otros neurotransmisores como glutamato, GABA, dopamina, noradrenalina, 

serotonina, acetilcolina y sustancia P, entre otros (Panula y Nuutinen, 2013).  

En 1999 se clonó el ADN complementario (ADNc) del H3R humano 

(Lovenberg et al., 1999), mostrando la codificación de una proteína de 445 

aminoácidos, y que por splicing alternativo se originan hasta 20 isoformas del ARNm 

correspondiente (Aquino-Miranda, 2020).  
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Figura 8. Autoinhibición de la síntesis y liberación de histamina por la 

activación de H3Rs presinápticos. A) Efectos de agonistas de receptores a 

histamina en la liberación de [3H]-histamina inducida por K+ en rebanadas de la 

corteza cerebral de rata. El efecto inhibitorio en la liberación de [3H]-histamina 

debido a la propia histamina dependió de la concentración, con una EC50 de 4.1 ± 

0.8 x 10-8 M, y fue mimetizado por sus derivados N-metilhistamina y N,N-

dimetilhistamina, con el mismo efecto máximo pero potencias tres y dos veces 

mayores, respectivamente. La 2-metilhistamina (derivado de histamina, agonista del 

H1R) y el dimaprit (agonista del H2R) no modificaron significativamente la liberación 

de [3H]-histamina, mientras que la impromidina (agonista parcial del H2R) aumentó 

en 20% la liberación. B) Efecto de la burimamida (antagonista del H3R) en la 

inhibición por histamina exógena de la síntesis de [3H]-histamina en rebanadas de 

la corteza cerebral de la rata. La síntesis de [3H]-histamina se redujo en presencia 

de histamina de manera concentración-dependiente con un valor de IC50 de 0.34 ± 

0.03 µM, mientras que la burimamida indujo un desplazamiento paralelo hacia la 

derecha de la curva concentración-respuesta de la histamina. (Imágenes tomadas 

de Arrang et al., 1983 y Arrang et al., 1987). 

 

  La presencia del H3R en la postsinapsis está asociada con la modulación de 

la actividad neuronal y la subsecuente liberación de neurotransmisores, mientras 

que de manera presináptica modula directamente la exocitosis de vesículas 

A B 
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sinápticas (Panula, 2021; Alhusaini et al., 2022; Zheng et al., 2023). Su presencia 

en astrocitos está asociada principalmente a la actividad neurotrófica (Jurič et al., 

2016), así como a la modulación de la expresión de ciertas proteínas, por ejemplo, 

del transportador de glucosa 1 (GLUT-1, por Glucose Transporter 1) (Parra-Abarca 

et al., 2019). En el SNC el H3R se expresa con mayor densidad en el neoestriado, 

el núcleo accumbens y la corteza cerebral (Pillot et al., 2002), mientras que 

expresión es menor en el sistema nervioso periférico (SNP), limitándose a las 

terminales nerviosas del sistema simpático cardiaco y del sistema parasimpático 

tracto gastrointestinal, así como en células pancreáticas (Aquino-Miranda, 2020).  

Todo lo anterior ha generado interés en el estudio del H3R como un potencial 

blanco terapéutico para el tratamiento de trastornos neurológicos y psiquiátricos 

como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, el síndrome de Tourette y 

adicciones (Nieto-Alamilla et al., 2016). 
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5. Antecedentes específicos 

5.1. Regulación de la expresión del EAAT1 y EAAT2 en los astrocitos 

La mayor parte de la captura de glutamato en el SNC es debida a los 

astrocitos (Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021). Los EAATs difieren en su 

expresión regional, celular y subcelular (Tabla 2), así como en sus características 

farmacológicas y moleculares (Zhou y Danbolt, 2013; Končeková et al., 2023). El 

EAAT2/GLT-1 se encuentra altamente expresado en células de la glía en todo el 

cerebro y la médula espinal, con niveles más altos en el hipocampo y la neocorteza, 

y en una menor proporción en células neuronales, principalmente en las terminales 

sinápticas (Danbolt et al., 1992; Lehre et al., 1995; Danbolt et al., 2016). El 

EAAT1/GLAST es el único transportador que parece expresarse selectivamente en 

células de la glía en el SNC (Swanson et al., 1997; Jungblut et al., 2012; Danbolt et 

al., 2016). Por su parte, el EEAT3/EAAC1 es un transportador exclusivamente 

neuronal que se expresa en la mayoría de las neuronas del SNC, en los cuerpos 

celulares y dendritas, sin expresarse en las terminales axonales (Holmseth et al., 

2012; Danbolt et al., 2016). 

Tabla 2. Expresión neuronal y astrocítica de los EAATs. 

 Expresión neuronal Expresión en 

astrocitos 

EAAT1/GLAST No Sí 

EAAT2/GLT-1 Sí (terminales 

glutamatérgicas) 

Sí 

EAAT3/EAAC1 Sí (Soma y dendritas) No 
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Se han identificado diversos mecanismos a través de los cuales se puede 

modificar la actividad de los EAATs para capturar glutamato, como cambios en la 

expresión génica por la activación de distintas vías de señalización, 

direccionamiento y tráfico de las proteínas transportadoras y modificaciones post-

traduccionales de estas mismas proteínas. Mientras que los eventos de 

transcripción del ADN y la expresión de proteínas requieren períodos de tiempo de 

varias horas para reflejar efectos en la actividad de los EAATs, las modificaciones 

post-traduccionales pueden ocurrir rápidamente (minutos) (Olivares-Bañuelos et al., 

2019). 

En los astrocitos, los promotores del EAAT1 comparten sitios de unión 

putativos para diferentes factores de transcripción, como el factor nuclear-kappa B 

(NF-κB, por Nuclear Factor-Kappa B), la homeoproteína de cartílago tipo 1, factores 

de unión a GATA, los factores homeodominio NKX y la proteína de unión a 

octámeros (Oct1), entre algunos otros (Unger et al., 2012). Para el EAAT2, el 

análisis bioinformático del promotor muestra varios elementos de unión de factores 

de transcripción regulatorios (Su et al., 2003) como el factor nuclear de células T 

activadas, la proteína N-myc, así como NF-κB, lo cual contribuye a la expresión y 

regulación del transportador. En cultivos de astrocitos de ratón, se ha mostrado 

aumento de la expresión de EAAT1 y EAAT2 cuando se cocultivan con neuronas 

(Ghosh et al., 2016). 

La regulación de ambos transportadores es multifactorial, y dependiente de 

la presencia de neurotransmisores, hormonas, péptidos, y factores de crecimiento, 

entre otros. Entre las moléculas reportadas que aumentan la expresión del EAAT1 

en astrocitos están el dibutiril 3',5'-adenosina monofosfato cíclico (dbAMPc, por 

Dibutyryl 3',5'-cyclic Adenosine Monophosphate), el factor de crecimiento 

transformante (TGFα, por Transforming Growth Factor α), el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF, por Epidermal Growth Factor), estrógenos, el péptido pituitario 

activador de la adenilato ciclasa (PACAP, por Piruitary Adenylate Cyclase Activating 

Polypeptide), el tamoxifeno, el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por 

Brain-Derived Neurotrophic Factor), el factor de crecimiento similar a la insulina 1 
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(IGF-1, por Insulin-like Growth Factor 1), el factor neurotrófico derivado de células 

gliales (GDNF, por Glial-Derived Neurotrophic Factor) y el mismo glutamato, 

mientras que las moléculas que aumentan la expresión del EAAT2 en astrocitos son 

dbAMPc, EGF, TGF-α, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por 

Platelet-Derived Growth Factor), GDNF, PACAP, estrógenos, glucocorticoides y el 

trifosfato de adenosina (ATP) (Olivares-Bañuelos et al., 2019).  

La activación de distintas vías de señalización puede resultar en aumento o 

disminución de la expresión de cada transportador. Para el EAAT1, se ha reportado 

que las vías de señalización que están implicadas en el aumento de su expresión 

en astrocitos son AMPc/PKA (Unger et al., 2012), PI3K/Akt-PKB (Zhou et al., 2023), 

las cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK, por Extracellular Signal 

Regulated Kinases)/NF-κB (Karki et al., 2018), la cinasa activada por 

Janus/transductor de señales y activador de la transcripción (JAK/STAT, por Janus 

Activated Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) (Meyer et al., 

2017). Las vías de señalización involucradas en el aumento en la expresión del 

EAAT2 en astrocitos son PI3K/Akt-PKB, (Zhang et al., 2021; Zhou et al., 2023), Akt-

PKB/ERK (Fig. 9) (Karki et al., 2014), PKC (Vizuete et al., 2023), y ERK/NF-κB (Karki 

et al., 2014).  
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Figura 9. El raloxifeno aumenta la expresión del EAAT2/GTL-1 y aumenta la 

fosforilación de ERK, Akt-PKB, EGFR y CREB. A) Los astrocitos se expusieron 

a distintas concentraciones de raloxifeno (0, 0.25, 0.5 y 1 µM), un modulador 

selectivo de los receptores a estrógenos. Las concentraciones de 0.5 y 1 µM 

aumentaron significativamente la expresión del EAAT1/GLT-1. B) Los astrocitos 

fueron incubados con raloxifeno (1 µM) por 5-120 min, observándose aumento en 

la fosforilación de ERK, Akt-PKB, EGFR y CREB (Imágenes modificadas de Karki 

et al., 2014). 

 

5.2.  H3R en astrocitos 

Tradicionalmente se consideró al H3R con actividad exclusivamente 

presináptica regulando la liberación de la misma histamina, así como de otros 

neurotransmisores; no obstante, recientemente se ha reportado que el H3R está 

altamente expresado en la corteza cerebral y el neoestriado de los roedores (Fig. 

10A), primates humanos y no humanos, y que gran parte de los receptores en estas 

regiones se localizan post-sinápticamente, así como en los astrocitos, por lo que, 

se podría regular de forma importante la señalización glutamatérgica, como 

A B 
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autorreceptores o heterorreceptores (Bolam y Ellender, 2016; Nieto-Alamilla et al., 

2016; Xu y Pittenger, 2023). 

 

Figura 10. Expresión de las isoformas del rH3R en tejido nativo y en cultivo 

primario de astrocitos de la rata. A) Expresión del ARNm de las isoformas rH3R445, 

rH3R413 y rH3R397 en tejido de la corteza cerebral y el neoestriado. B) Expresión del 

ARNm de las isoformas rH3R397 y rH3R413 por astrocitos de la corteza cerebral en 

cultivo primario. (Imagen modificada de Villa-Maldonado et al., 2020). 

 

En 2020 se reportó la expresión de los ARNm de las isoformas del H3R con 

397 y 413 aminoácidos (rH3R397 y rH3R413) en astrocitos en cultivo primario de la 

corteza cerebral de rata (Fig. 10B). Dichas isoformas, además del receptor rH3R445, 

son funcionales en el cerebro de la rata (Rahman et al., 2023). 

A pesar de que se conoce que el H3R se expresa en astrocitos, poco se sabe 

sobre su función en estas células. En 2011 se reportó la relación de la expresión del 
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H3R con la actividad neurotrófica en astrocitos en cultivo primario, con estimulación 

de la síntesis de neurotrofina 3 (Jurič et al., 2011); en 2015 se reportó que el H3R 

astrocítico está implicado en la regulación de la respuesta inflamatoria (Iida et al., 

2015); y en 2019, se mostró que la activación aguda (1 h) del H3R y del H1R aumenta 

la expresión del GLUT-1 en astrocitos en cultivo primario, obtenidos de corteza 

cerebral de rata, posiblemente mediante la activación de la vía PLC/DAG/PKC (Fig. 

11) (Parra-Abarca et al., 2019). 

 

Figura 11. Mecanismos propuestos para el efecto estimulante de la activación 

de los H1Rs y H3Rs en la expresión de la proteína del transportador de glucosa 

GLUT-1.  La histamina, actuando tanto en los receptores H1 como en los H3, 

aumenta la expresión del GLUT-1 por los astrocitos cerebro-corticales de rata en 

cultivo primario. El efecto de la activación de H1R parece implicar las vías PLC → 

DAG/Ca2+ → PKC y PLC → DAG/Ca2+ → PKC → MAPK, mientras que la acción 

mediada por H3R parece depender solo de la vía PLC → DAG/Ca2+ → PKC → 

MAPK (Imagen tomada de Parra-Abarca et al., 2019). 

 

De manera semejante al receptor neuronal el H3R astrocítico está acoplado 

funcionalmente a la inhibición por proteínas Gαi/o de las ACs y a la modulación de 

las cascadas de señalización de la PKC, MAPKs y PI3K/Akt-PKB; sin embargo, a 
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diferencia del receptor neuronal, no existe evidencia de actividad constitutiva que 

module la señalización de AMPc en astrocitos (Jurič et al., 2016). 

El H3R puede regular algunas de las vías de señalización implicadas en la 

expresión de los transportadores de glutamato en astrocitos, especialmente del 

EAAT2 (Jurič et al., 2016; Zhang et al., 2021; Vizuete et al., 2023), por lo que se 

propone que la activación de este receptor en astrocitos podría regular la 

señalización por glutamato en la corteza cerebral al aumentar la expresión del 

EAAT2 y con esto la captura de glutamato por astrocitos en cultivo primario. 
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6. Planteamiento del problema 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC y 

desempeña un papel crucial en la transmisión de señales neuronales, así como en 

la plasticidad sináptica, la neurogénesis, y la proliferación celular, entre otros 

procesos (Cantando et al., 2024; Escalada et al., 2024). Sin embargo, su 

acumulación excesiva en el espacio sináptico puede conllevar a la excitotoxicidad, 

un fenómeno en el que la sobreestimulación de los receptores a glutamato conduce 

al daño y muerte neuronal (Olney et al., 1974; Danbolt, 2001; Martínez et al., 2014). 

Este proceso ha sido asociado a trastornos neurodegenerativos como las 

enfermedades de Alzheimer y de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrófica, entre 

otros (Ahmad et al., 2024; Cohen et al., 2024). Para evitarlo, se requiere la captura 

del glutamato excedente por los EAATs (Danbolt et al., 2016); los EAATse expresan 

en neuronas y en astrocitos, pero estas últimas células son las responsables de más 

del 90% de la captura de glutamato, por el EAAT1 y EAAT2 (Danbolt et al., 2016; 

Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021). 

Por otro lado, el H3R es un componente clave en la señalización tanto 

neuronal como astrocítica, ya que se expresa en ambos tipos celulares (Xu y 

Pittenger, 2023). Aunque su función en astrocitos es poco conocida en comparación 

con su papel en las neuronas (presinapsis y postsinapsis) (Jurič et al., 2011; Iida et 

al., 2015; Parra-Abarca et al., 2019), se conoce que desencadena varias vías de 

señalización canónicas del receptor. Estas vías incluyen PLC/PKC, MAPKs y PI3K-

Akt-PKB, las cuales pueden estar involucradas en la regulación de la expresión de 

los EAATs (Jurič et al., 2016; Zhang et al., 2021; Vizuete et al., 2023). Este hallazgo 

sugiere una posible participación no estudiada del H3R en la modulación de la 

captura de glutamato por parte de los astrocitos a través de la regulación de los 

EAATs, principalmente del EAAT2, lo que podría tener importantes implicaciones 

en la homeostasis del glutamato y la función neuronal en el SNC. Por ello, este 

trabajo pretende determinar si la activación del H3R modula la captura de glutamato 

por astrocitos cerebro-corticales de la rata en cultivo primario. 
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7. Hipótesis 

La activación del H3R por immepip aumenta la captura de glutamato por 

astrocitos cerebro-corticales en cultivo primario. 
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8. Objetivos 

8.1. Objetivo general 

Determinar si la activación del H3R modula la captura de glutamato por astrocitos  

cerebro-corticales en cultivo primario. 

 

8.2. Objetivos específicos 

 

1. Determinar el curso temporal de la captura de glutamato por los astrocitos  

cerebro-corticales en cultivo primario. 

2. Evaluar el efecto de inhibidores de los EAATs en la captura de glutamato 

por astrocitos en cultivo primario. 

3. Determinar el efecto de la activación aguda (10 min) del H3R en la captura 

de glutamato por astrocitos en cultivo primario. 

4. Determinar el efecto de la activación subaguda (1-4 días) del H3R en la 

captura de glutamato por astrocitos en cultivo primario. 

5. Corroborar la participación del H3R en la captura de glutamato mediante el 

uso de antagonistas selectivos del receptor.  
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9. Materiales y métodos 

9.1. Animales 

Para la obtención de cultivos primarios de astrocitos cerebro-corticales se 

utilizaron ratas Wistar de 2-7 días de vida postnatal (sexo indistinto), proporcionadas 

por el Bioterio del Cinvestav. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los 

lineamientos establecidos por los Institutos Nacionales de Salud de los EUA (NIH 

Publications 8023, 1978) y las Normas Oficiales de México, de acuerdo con los 

protocolos aprobados por el Comité para el Uso y Cuidado de Animales del 

Cinvestav (Protocolo 94-14) y el Comité de Investigación de la Facultad de Medicina 

de la BUAP, así como el principio de las 3 Rs (Russell y Burch, 1959). Se tuvo 

especial cuidado en reducir al mínimo el sufrimiento de los animales y en utilizar el 

número mínimo requerido para un análisis estadístico adecuado de las muestras. 

 

9.2. Obtención de cultivos primarios de astrocitos cerebro-corticales 

Los animales son decapitados con una guillotina, se extrae el encéfalo 

sumergiéndolo en solución salina amortiguada con fosfatos (PBS) fría, se retiran las 

meninges y se disecan ambas cortezas cerebrales. El tejido se corta en trozos 

pequeños, que se transfirieren a una solución de Hank (HBSS) y en condiciones de 

esterilidad se lavan con HBSS a temperatura ambiente y se someten a tripsinización 

(Tripsina/EDTA, 0.25%/0.5 mM) por 15 min a 37 °C con agitación cada 5 min. La 

tripsinización se detiene agregando medio de Eagle modificado por Dulbecco/medio 

F12 (DMEM/F12) suplementado con suero fetal bovino (10%), solución de 

antibióticos (1% de penicilina/estreptomicina) y glutamina (2.5 mM).  

El tejido se disocia mecánicamente con una pipeta de vidrio estéril y una 

micropipeta de 1 ml, permitiendo posteriormente su sedimentación por 1 min para 

la obtención de las células disociadas presentes en el sobrenadante, el cual se 

transfiere a un tubo Falcon de 15 ml y se centrifuga a 300xg por 3 min. El botón 
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celular se re-suspende en medio DMEM/F12 suplementado y la suspensión se 

transfiere a botellas de cultivo celular (tratadas previamente con poli-L-lisina) 

conteniendo medio DMEM/F12 suplementado. Las botellas se colocan en una 

cámara de incubación a 37 °C y una atmósfera de CO2 del 5% en aire, hasta 

alcanzar una confluencia celular de 80-90%, con cambio del medio cada 2-3 días. 

Alcanzada esta densidad, la microglía y las células precursoras de oligodendrocitos 

se despegan mediante agitación de los frascos de cultivo celular (250 rpm por 6 h) 

en un agitador orbital y 1 min de agitación vigorosa manual, asegurando con esto 

una pureza de más de 90% de astrocitos en los cultivos (Fig. 12). Los astrocitos se 

cultivan a 37 °C en placas de 24 pozos con medio DMEM/F12 suplementado 

(sustituido cada 2-3 días) hasta alcanzar una confluencia de 80-90% (12-15 días de 

incubación). 

 

 

Figura 12. Inmunorreactividad a la proteína fibrilar acídica glial (GFAP) en 

astrocitos cerebro-corticales en cultivo primario.  Siguiendo el protocolo 

experimental descrito se obtienen cultivos celulares con una alta pureza de 

astrocitos. La inmunorreactividad a CD11b (microglía) se muestra en color rojo y la 

inmunorreactividad a GFAP (astrocitos) en color verde. Los núcleos celulares se 

tiñieron con Hoescht (azul). Barra de escala, 50 µm (Figura de Almazán Gregorio; 

datos no publicados). 
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9.3. Curso temporal de la captura de glutamato  

Los astrocitos se cultivan en placas de 24 pozos. El día del experimento se 

retira el medio de cultivo de la placa, y las primeras dos filas de pozos se someten 

a un lavado con 400 μl de solución Krebs-Ringer-Hepes (KRH: composición, en mM: 

NaCl 130, HEPES 20, D-glucosa 11, KCl 3.7, CaCl2 1.8, MgCl2 1.18, K2HPO4, pH 

7.4 con NaOH) y se les añaden 200 μl de la misma solución, mientras que las dos 

filas de pozos restantes se someten a un lavado con 400 μl de una solución 

modificada de KRH, donde se substituye equimolarmente LiCl por NaCl, y se les 

añaden 200 μl de esta misma solución modificada. La primera mitad de los pozos 

corresponde a la captura total, y la segunda mitad a la captura no específica, ya que 

los transportadores de glutamato son dependientes de Na+. Se incuba por 15 min a 

37 ºC antes de adicionar 11 μl de una solución que contiene [3H]-glutamato (250 

nM) y glutamato (5 μM) u 11 μl de H2O (pozos destinados a determinación de 

proteínas) y se continua la incubación por 2.5, 5, 10, 15 o 30 min.  

Posteriormente el medio se aspira y se realizan dos lavados con 400 μl de 

solución KRH o KRH modificada frías (4 ºC) para detener la reacción, se aspira y se 

añaden 300 μl de una solución de Tritón X-100 al 1%. Las placas se mantienen a 4 

ºC por 15 h para asegurar la lisis de los astrocitos. La concentración proteica se 

cuantifica por el método de Pierce BCA (ácido bicinconínico) en los lisados 

celulares. 

Los lisados se transfieren a viales individuales, y los pozos se lavan con 400 

μl de H2O mismos que se colectan y añaden al vial correspondiente. A cada muestra 

se le agregan 3 ml de líquido de centelleo y se determina el contenido de tritio por 

centellometría en un contador Beckman Coulter LS 6500. La cantidad de glutamato 

capturado se normalizó con la cantidad de proteína determinada en los pozos, 

expresándose en pmol/mg de proteína. 
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9.4.  Efecto en la captura de glutamato de inhibidores selectivos de los 

transportadores EAAT1 y EAAT2 

Después de retirar el medio las células se lavan con 400 μl de solución KRH 

para los pozos destinados a los grupos control y a los fármacos inhibidores y con 

400 μl de solución KRH modificada (NaCl sustituido por LiCl) para determinar la 

captura no específica. Posteriormente se añaden 200 μl de la misma solución y se 

agregan 11 μl de los fármacos inhibidores a los pozos correspondientes: TFB-TBOA 

(inhibidor selectivo de los EAAT1 y EAAT2, IC50 17 y 22 nM, respectivamente) a una 

concentración de final de 10 μM, o ácido dihidrokaínico (DHKA, inhibidor selectivo 

del transporte de L-glutamato y L-aspartato por el EAAT2, Ki 23 μM) a una 

concentración final de 100 μM. Se incuba por 15 min a 37 ºC antes de adicionar 11 

μl de solución de [3H]-glutamato/glutamato u 11 μl de H2O, con un intervalo de 10 s 

entre cada adición y se incuba durante 5 min a 37 ºC. La reacción se detiene 

utilizando solución de ensayo tal como se indica previamente, así como el lisado 

celular y la determinación por centellometría de la radiactividad capturada por los 

astrocitos. 

 

9.5. Efecto de la activación aguda (10 min) del H3R en la captura de 

glutamato 

Para evaluar y comparar el efecto de la activación aguda del H3R en la 

captura de glutamato con el de TFB-TBOA y de agonistas de los receptores a 

dopamina D1 y D2 (expresados en astrocitos), a los pozos se les retira el medio de 

cultivo, se realiza un lavado con 400 μl de solución KRH y se les añade 200 μl de la 

misma solución. Enseguida se agregan 11 μl de H2O al grupo control y 11 μl de 

TFB-TBOA (200 μM, para una concentración final de 10 μM) al grupo 

correspondiente y se incuba durante 10 minutos a 37 ºC. Cumplido ese tiempo se 

adicionan 11 μl de los siguientes fármacos a los pozos correspondientes: 1) APB 

(SKF 82958), agonista selectivo de los D1Rs (1 μM como concetración final), 2) 
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quinpirol, agonista selectivo de los receptores D2/D3 (1 μM), y 3) immepip, agonista 

selectivo de los H3Rs (100 nM). Las células se incuban por 5 min a 37 ºC y 

posteriormente se añaden 11 μl de solución [3H]-glutamato (250 nM) / glutamato (5 

μM) u 11 μl de H2O, incubando por 5 min adicionales. La reacción se detiene 

utilizando solución de ensayo tal como se indica previamente, y el lisado celular y la 

determinación por centellometría de la radiactividad capturada por los astrocitos se 

realizan como se describe antes. 

 

9.6. Efecto de la activación subaguda (1-4 días) del H3R en la captura de 

glutamato 

El efecto de la activación prolongada del H3R se evalúa en grupos de 

astrocitos cultivados en placas de 24 pozos que se exponen al agonista immepip 

(100 nM, concentración final) durante 1, 2, 3 o 4 días. Una vez terminado cada 

tratamiento, se retira el medio de cultivo, las células se lavan con solución KRH, y 

se agregan 11 μl de TFB-TBOA (10 μM) a un pozo por cada grupo experimental. Se 

incuba por 15 min a 37 ºC y se agregan 11 μl de solución de [3H]-glutamato (250 

nM)/glutamato (5 μM) u 11 μl de H2O. La reacción se detiene utilizando solución de 

ensayo tal como se indica previamente, y el lisado celular y la determinación por 

centellometría de la radiactividad capturada por los astrocitos se realizan como se 

describe antes. 

Para corroborar la participación del H3R en la modulación de la captura de 

glutamato, los astrocitos se incubaron con el antagonista selectivo del H3R 

yodofenpropit (3 µM, concentración final) 15 min antes de adicionar el agonista 

immepip (100 nM) durante 1 día. Transcurrido el mismo tiempo para cada grupo 

experimental, se retira el medio de cultivo y las células se lavan con solución KRH. 

Las células se incuban por 15 min a 37 ºC y se agregan 11 μl de solución [3H]-

glutamato (250 nM)/glutamato (5 μM) u 11 μl de H2O. La reacción se detiene 

utilizando solución de ensayo tal como se indica previamente, y el lisado celular y la 
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determinación por centellometría de la radiactividad capturada por los astrocitos se 

realizan como se describe antes. 

 

9.7.  Análisis estadístico 

Los resultados se presentan como medias  rango (duplicados) o error 

estándar (SEM). Los datos se analizaron con la prueba t de Student (comparación 

entre 2 grupos) o varianza de una vía (ANOVA) y la prueba de Tukey 

(comparaciones múltiples entre grupos) empleando el programa Graph Pad Prism 

v8.0. Los valores de P ≤ 0.05 fueron considerados significativos. 
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10. Resultados 

10.1. Curso temporal de la captura de glutamato por astrocitos en cultivo 

primario 

La captura de glutamato ([3H]-glutamato/glutamato) se determinó a los 2.5, 

5, 10, 15 y 30 min, observándose aumento de la captura específica hasta los 10 min 

y posteriormente disminución, aunque modesta, entre los 15 y 30 min (Fig. 13A). En 

los experimentos posteriores, la captura del neurotransmisor fue evaluada a los 5 

min, lo que permitiría determinar posibles efectos de inhibición o estimulación.  
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Figura 13. Curso temporal de la captura de glutamato por astrocitos corticales 

en cultivo primario. A) Cinética. Los astrocitos se incubaron con [3H]-

glutamato/glutamato (250 nM/5 M) por los tiempos indicados. La captura no-

específica se determinó en muestras en paralelo incubadas en solución KRH sin 

Na+ (sustitución de NaCl por LiCl). La captura específica corresponde a la resta de 

la captura no específica de la captura total. Los valores corresponden al promedio 

± rango de duplicados de un experimento representativo; el ensayo fue repetido 4 

veces con resultados similares. B) Comparación de la captura total y no específica 

a los 10 min. Los valores corresponden al promedio ± SEM de los 4 experimentos 

realizados. P < 0.001. El análisis estadístico se realizó con la prueba t de Student 

pareada. 
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Los transportadores de glutamato dependen de Na+, por lo que se utilizó una 

solución KRH en la que se sustituyó equimolarmente el NaCl por LiCl para evaluar 

la captura no específica de glutamato (transporte pasivo no dependiente de 

transportadores) (Fig. 13A, color rojo). La Figura 13B compara la captura total y no 

específica a los 10 min. 

 

 

10.2. La captura de glutamato por los astrocitos en cultivo primario es 

reducida significativamente por el inhibidor TFB-TBOA 

Posteriormente se realizaron ensayos de inhibición de la captura de 

glutamato en presencia de TFB-TBOA (10 μM) o ácido dihidrokaínico (DHKA; 100 

μM) así como en solución KRH sin NaCl. La Fig. 14 muestra que la captura de 

glutamato se reduce significativamente (-92.4%) por el TFB-TBOA, que inhibe 

selectivamente a los transportadores EAAT1/GLAST y EAAT2/GLT-1, pero no por 

el DHKA (-10.8%) inhibidor selectivo del EAAT2/GLT-1, lo que sugiere una mayor 

participación del EAAT1/GLAST. La Fig. 14 muestra también que la inhibición de la 

captura de glutamato por el TFB-TBOA no fue significativamente diferente de la 

observada en medio sin NaCl (-87.3%), indicando que el TFB-TBOA también define 

la captura no específica. 
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Figura 14. Efecto de inhibidores de los EAATs en la captura de glutamato por 

astrocitos en cultivo primario. Los astrocitos fueron incubados con glutamato (250 

nM)/glutamato (5 μM) durante 5 min en presencia y ausencia de TFB-TBOA (10 μM) 

o DHKA (100 μM), así como en solución sin NaCl (substitución por LiCl). Los 

fármacos se agregaron 15 min antes del [3H]-glutamato/glutamato. Los valores se 

expresan como porcentaje de la captura total y corresponden al promedio ± SEM 

de 4 experimentos. ****P < 0.0001; ns, no significativo; ANOVA de una vía y prueba 

de Tukey. 

 

De acuerdo con Schreiner et al. (2014) y Hanson et al. (2015), la expresión 

del EAAT1/GLAST es mayor durante los primeros días de vida postnatal y el 

aumento en la expresión del EAAT2/GLT-1 ocurre entre los días 20 y 25 de vida 

postnatal, lo cual es consistente con lo obtenido en estos ensayos. 
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La Fig. 15 muestra las curvas concentración-respuesta para la inhibición de 

la captura de glutamato por TFB-TBOA y DHKA. El TFB-TBOA inhibió la captura de 

glutamato de manera dependiente de la concentración con un valor de IC50 de 21.1 

± 4.5 nM y un efecto máximo de inhibición alcanzado a 10 µM. En contraste, la 

inhibición por DHKA fue parcial, con un efecto máximo de -24.9 ± 4.8 % a una 

concentración de 100 µM.  
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Figura 15. Curvas concentración-respuesta de la inhibición de la captura de 

glutamato por TFB-TBOA y DHKA en astrocitos cerebro-corticales en cultivo 

primario.  Los astrocitos se incubaron con TFB-TBOA o DHKA a las 

concentraciones indicadas por 15 min antes de la adición por 5 min de [3H]-

glutamato/glutamato (250 nM/5 M). Los valores se expresan como porcentaje de 

la captura específica control (en ausencia de inhibidores) y corresponden al 

promedio ± SEM de 4 experimentos. Las líneas indican el mejor ajuste a una 

ecuación de Hill.  
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10.3. La activación aguda del H3R no modifica la captura de glutamato por 

astrocitos en cultivo primario 

La Fig. 16 muestra que la incubación con el agonista del H3R immepip (100 

nM) por 10 min no afectó la captura de [3H]-glutamato/glutamato. Los astrocitos en 

cultivo primario también expresan receptores a dopamina D1 y D2; sin embargo, la 

incubación con agonistas selectivos (APB y quinpirol, respectivamente) tampoco 

modificó la captura de glutamato.  
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Figura 16. La activación aguda de los receptores a histamina H3 y a dopamina 

D1 y D2 y no modifica la captura de glutamato por astrocitos en cultivo 

primario. Los astrocitos fueron incubados con [3H]-glutamato (250 nM)/glutamato 

(5 μM) durante 5 min en ausencia y presencia de los agonistas quinpirol (D2Rs), 

APB (SKF 82958; D1Rs) e immepip (H3Rs), adicionados 5 min antes. Los valores 

son los promedios ± SEM de 3 experimentos. ****P <0.0001; ns, no significativo; 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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10.4. La activación subaguda del H3R aumenta la captura de glutamato por 

astrocitos en cultivo primario 

Para evaluar el efecto de la activación subaguda del H3R los astrocitos se 

incubaron por 1, 2, 3 o 4 días con immepip (100 nM). La Fig. 17 muestra un 

incremento estadísticamente significativo en la captura de glutamato después de 1, 

2 y 3 días. La incubación por 4 días también aumentó la captura del 

neurotransmisor, pero el efecto no fue significativo, probablemente por la 

desensibilización del propio receptor, como ha sido reportado por Marchese et al. 

(2008) y Osorio-Espinoza et al. (2014). 
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Figura 17. La activación subaguda del H3R modifica captura de glutamato por 

astrocitos en cultivo primario. Los astrocitos fueron incubados con el agonista del 

H3R immepip (100 nM) por los días indicados. Los valores son el promedio ± SEM 

de 4 experimentos realizados por triplicado. ****P <0.0001; ***P <0.001; **P <0.01; 

ns, no significativo; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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Para corroborar la participación del H3R en el aumento en la captura de 

glutamato, los astrocitos se incubaron por 24 h con immepip (100 nM) en presencia 

o ausencia del antagonista selectivo del H3R yodofenpropit (3 µM). La Fig. 18 

muestra que la sola incubación con yodofenpropit no modifica la captura de 

glutamato con respecto al grupo control, y que la co-incubación en presencia de 

immepip y yodofenpropit previene de manera significativa el aumento en la captura 

de glutamato observado cuando solo se incuba con immepip. Esto confirma el efecto 

del H3R astrocítico en la captura de glutamato al activarse de manera subaguda. 
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Figura 18. El antagonista selectivo de los H3Rs yodofenpropit previene el 

aumento en la captura de glutamato por astrocitos inducido por el agonista 

immepip. Los astrocitos fueron incubados por 24 h con immepip (100 nM) en 

presencia o ausencia del antagonista selectivo del H3R yodofenpropit (3 µM), 

adicionado 15 min antes. Los valores se expresan como porcentaje de la captura 

basal de glutamato y corresponden al promedio ± SEM de 4 experimentos. ****P 

<0.0001; ns, no significativo; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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11. Discusión  

11.1. Curso temporal de la captura de glutamato por astrocitos en cultivo 

primario  

Un enfoque ampliamente utilizado para estudiar el transporte de glutamato 

es determinar la captura de [3H]-glutamato o [3H]-aspartato por células en cultivo 

(Parsons et al., 2016). En este trabajo se observó un aumento significativo en la 

captura específica de glutamato por los astrocitos durante los primeros 10 min; por 

esta razón se decidió evaluar los siguientes experimentos a los 5 min, para 

determinar posibles efectos de inhibición o estimulación. Esto es consistente con 

estudios previos que utilizaron 1-5 min para determinar la captura de [3H]-glutamato 

(Petr et al., 2015; Parsons et al., 2016; Zhou et al., 2019; Dąbrowska-Bouta, et al., 

2023).  

Es probable que la disminución modesta en la captura de glutamato que se 

observa en tiempos posteriores corresponda al aumento en la concentración 

intracelular de glutamato que reduce la captura por disminución del driving force de 

los EAATs (potencial de inversión -80 mV) (Trabelsi et al., 2017; Flanagan et al., 

2018; Verkhratsky y Nedergaard, 2018), debido a que por cada molécula de  

glutamato se co-transportan tres iones de Na+, uno de H+ y se intercambia un ión 

K+ (Alleva et al., 2020; Flanagan et al., 2021; Cortese et al., 2023).  

 

11.2. Inhibición de la captura por astrocitos por TFB-TBOA y DHKA 

La captura de glutamato por parte de los EAATs es necesaria para controlar 

la actividad excitatoria del neurotransmisor (Raiteri y Raiteri, 2000; Vandenberg y 

Ryan, 2013; Zhou y Danbolt, 2014; Danbolt et al., 2016; Trabelsi et al., 2017; 

Rodríguez-Campuzano y Ortega, 2021). Los resultados con inhibidores en los 

ensayos con astrocitos en cultivo primario mostraron que el TFB-TBOA reduce 

significativamente la captura, no así el DHKA. El valor de IC50 obtenido para el TFB-
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TBOA (21.1 ± 4.5 nM) corresponde a lo reportado previamente para la inhibición por 

TFB-TBOA del transporte por el EAAT1 (IC50 22 nM) y por el EAAT2 (IC50 17 nM) 

(Suchak et al., 2003; Shimamoto et al., 2004). En conjunto, estos resultados indican 

una participación importante del EAAT1 y que la contribución del EAAT2 no es 

significativa.  

En el SNC adulto, los astrocitos expresan tanto el EAAT2 como el EAAT1, 

responsables de gran parte de la captura de glutamato, con mayor actividad del 

EAAT2 (Hanson et al., 2015; Končeková et al., 2023). Sin embargo, la expresión 

diferencial de los EAATs varía a lo largo del neurodesarrollo siendo mayo la 

presencia de EAAT1 en el cerebro de ratas neonatas, mientras que los niveles de 

expresión del EAAT2 son muy bajos y aumentan después del día 20 de vida 

postnatal (Voutsinos-Porche et al., 2003; Benediktsson et al., 2012; Schreiner et al., 

2014; y Hanson et al., 2015). Lo anterior es consistente con lo obtenido en este 

trabajo, considerando que los cultivos de astrocitos se obtuvieron de ratas Wistar 

de 2-7 días de vida postnatal y la captura obtenida se debió casi por completo al 

EAAT1.  

 

11.3.  Activación aguda del H3R en la captura de glutamato por astrocitos en 

cultivo primario 

Los complejos Gβγ de las proteínas G pueden inhibir la captura de 

neurotransmisores como se ha reportado para el transporte de dopamina (García-

Olivares et al., 2013). El H3R se encuentra altamente expresado en regiones como 

la corteza cerebral y el neoestriado (Pillot et al., 2002; Bolam y Ellender, 2016) y se 

ha descrito que su activación modula la transmisión glutamatérgica cortico-estriatal 

(Ellender et al., 2011). Por estas razones, se consideró que la activación del H3R y 

la generación de complejos Gβγ podía modificar la captura de glutamato por 

astrocitos cerebro-corticales en cultivo primario. Sin embargo, los resultados 

mostraron que la activación aguda del H3R por immepip no tuvo efecto significativo 

en la captura de glutamato en ambos casos.  
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Algunos de los receptores más abundantes en los astrocitos son los D2Rs 

(Sočan et al., 2024), los cuales al ser activados también liberan complejos Gβγ. La 

activación de los D2Rs con quinpirol en astrocitos en cultivo primario no tuvo un 

efecto estadísticamente significativo en la captura de glutamato, sugiriendo que no 

es suficiente la cantidad de complejos Gβγ que se producen cuando se aplica 

immepip o quinpirol para afectar al transportador. La activación aguda de los D1Rs, 

acoplados a proteínas Gαs y expresados en astrocitos corticales tampoco modificó 

la captura de glutamato.  

 

11.4. Activación subaguda del H3R en la captura de glutamato por astrocitos 

en cultivo primario 

La activación subaguda del H3R en astrocitos de cultivo primario aumentó 

significativamente la captura de glutamato después de 1, 2 y 3 días. Esto sugiere 

que el H3R podría modular la captura de glutamato en este marco temporal, 

posiblemente por efectos no inmediatos asociados a la activación sostenida de 

proteínas Gαi/o. Por ejemplo, en astrocitos la activación del H3R regula la expresión 

del transportador de glucosa GLUT-1 mediante la activación de la vía 

PLC/PKC/MAPK (Parra-Abarca et al., 2019); por ello, es posible que la actividad de 

los EAATs pueda aumentar con la activación de la misma vía, debido a que Vizuete 

et al. (2023) reportan que la metformina, que activa a la cinasa de proteína activada 

por AMP (AMPK, por AMP-activated protein kinase) que a su vez fosforila y activa 

a la PKC, aumenta la captura de glutamato. Otros trabajos también han reportado 

que la actividad de los EAATs puede ser modulada por fosforilación por las cinasas 

GSK3β, CaMKII y PKC (Lortet et al., 1999; Jiménez et al., 2014; Chawla et al., 

2017). La activación del H3R con immepip por 4 días también aumentó la captura 

del neurotransmisor, pero el efecto no fue significativo; esto podría explicarse por la 

desensibilización del propio receptor, como ha sido reportado por Marchese et al. 

(2008) y Osorio-Espinoza et al. (2014). 
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Además, la co-incubación de astrocitos con immepip y yodofenpropit, un 

antagonista selectivo del H3R previno de manera significativa el aumento en la 

captura de glutamato inducido por la activación subaguda del H3R (Fig. 18). Este 

hallazgo apoya un efecto específico del receptor y sugiere que su activación modula 

la captura de glutamato por astrocitos. Las principales vías de señalización del H3R 

que podrían estar involucradas en la modulación de la expresión de los EAATs 

incluyen PLC/PKC, MAPKs y PI3K-Akt-PKB (Jurič et al., 2016; Zhang et al., 2021; 

Vizuete et al., 2023). En experimentos posteriores se iniciará el estudio de la 

participación de estas vías de señalización utilizando inhibidores selectivos de cada 

una de ellas. 
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12. Conclusiones 

• En los astrocitos cerebro-corticales de ratas neonatales, la captura de 

glutamato se debe principalmente al EAAT1 y no al EAAT2 como ocurre en 

el cerebro adulto. 

• La activación aguda del H3R no modifica la captura de glutamato por 

astrocitos en cultivo primario. 

• La activación subaguda del H3R por 1, 2 y 3 días aumenta significativamente 

la captura de glutamato posiblemente a partir del aumento de la actividad y/o 

expresión del EAAT2. 

13. Perspectivas 

Los resultados de este trabajo contribuyen a comprender el papel de los H3Rs 

astrocíticos en la modulación de la captura de glutamato por los astrocitos; sin 

embargo, aún se requiere de un estudio más profundo que permita explorar las 

siguientes perspectivas: 

• Evaluar el efecto de la activación subaguda del H3R en la expresión proteica 

del EAAT1 y EAAT2 en cultivos primarios de astrocitos cerebro-corticales, 

utilizando Western blot.  

• Explorar los mecanismos de señalización intracelular desencadenados por la 

activación subaguda del H3R y su influencia en la expresión y actividad de 

los EAATs. Para ello se utilizarán inhibidores de las vías de señalización 

PLC/PKC, MAPKs, y PI3K/Akt-PKB. 

• Estudiar el efecto de la activación subaguda del H3R en la captura de 

glutamato en preparaciones de sinaptosomas (terminales nerviosas aisladas) 

que también presentan algunos EAATs, así como en astrocitos en cultivo 

primario de regiones cerebrales distintas a la corteza cerebral. 
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