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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas ocupan el primer lugar del tipo no
contagiosas que afectan a la poblacion adulta. Actualmente, la investigacion
clinica se ha centrado en retardar la aparicion de los sintomas y ofrecer una
mejor calidad de vida para los pacientes que las padecen, sin embargo, aun no
se desarrolla una cura exitosa. Por lo que, es importante conocer los

mecanismos afectados que nos puedan sugerir una estrategia terapéutica.

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas se destacan 2 grupos
importantes: las enfermedades del tipo desmielinizantes y dismielinizantes, que,
si bien ambas estan relacionadas con degeneracion de la mielina, las
caracteristicas son totalmente diferentes. La busqueda de modelos biol6gicos
gue presenten una alteracion mielinica y que ayuden a comprender un poco la
fisiopatologia de las enfermedades relacionadas con la pérdida de mielina va en
aumento y pocos de estos modelos son aptos para el estudio de estas
patologias.

En 1989, investigadores del Instituto de Fisiologia de la BUAP identifican
un mutante del tipo autosémico recesivo espontaneo, causado por la cruza
consanguinea entre ratas de la cepa Sprague-Dawley (SD). Esta rata recibio el
nombre taiep, acronimo que hace referencia a los signos motores de curso
progresivo que presenta, iniciando con temblor, seguido de ataxia, episodios de
inmovilidad tonica, epilepsia y pardlisis progresiva del tren posterior, estos
signos que presenta la convirtieron en un modelo apto para el estudio de
enfermedades de tipo neurologico, como son las
desmielinizantes/dismielinizantes y que ayudan a evaluar deficiencias cognitivas

y motoras.

El objetivo de este trabajo fue analizar bioinforméaticamente los transcritos
participantes en las vias neuroquimicas relacionadas con Glutamato, GABA y
serotonina en tallo y cerebelo obtenidos de un microarreglo realizado en la rata
taiep al mes de edad, para poder encontrar anormalidades tempranas en la

expresion génica y relacionarlos con la patologia de la rata taiep.



El microarreglo nos permitié encontrar alteraciones génicas presentes en
la rata taiep y analizarlos por medio de la plataforma KEGG, los principales
transcritos afectados estaban relacionados a las vias neuroquimicas, lo que nos

ayudoé a conocer la relacion de estos transcritos con la patologia taiep.

Los transcritos afectados con regulacion negativa fueron 3 receptores de
glutamato, uno de tipo ionotropico Grikl (Kainato 1, rno 29559) y dos
metabotropicos Grm2 (glutamate receptor, metabotropic 2 — mGIuR2, rno 24415)
y Grm3 (glutamate receptor, metabotropic 3 — mGIuR3, rno 23316); Unicamente
se encontro uno regulado positivamente de tipo ionotrépico: Grin2b (glutamate
receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 2B — NMDAR2B, rno 24410), esto
sugiere que existe una alteracion en la regulacion pre y postsinaptica y de la glia,
que pudiera estar causando un incremento de la excitabilidad neuronal o una
forma de promover la neuroplasticidad. Por otro lado, la excitabilidad podria estar
compensada por una regulacién positiva de Gad2 (glutamate decarboxylase 2
(EC:4.1.1.15), rno 29689), que incrementa la transformacion de glutamato a
GABA; y el aumento el receptor de GABAA, Gabrd (gamma-aminobutyric acid
(GABA) A receptor delta, rno 29689), esto se ve acompafiado de una regulacion
negativa de Gabrrl (gamma-aminobutyric acid (GABA) receptor, rho 1, rno
29694). Ademas, la regulacién positiva de Htr7 (5-hydroxytryptamine (serotonin)
receptor 7, rno 65032), propone una regulacién de la transmisién sinéptica y
excitabilidad a través de GABAA.

Estos resultados muestran que a la temprana edad de un mes la rata taiep
ya muestra una afectacion a nivel transcripcional en la neuroquimica de
glutamato que empata con lo reportado previamente a nivel fisiologico, y que

existe un mecanismo de compensacion, incrementando las sinapsis inhibitorias.



Marco tedrico

taiep
En 1989 investigadores del instituto de fisiologia de la BUAP encontraron

una mutacién de origen autosdmico recesivo espontaneo debida a la cruza
consanguinea entre ratas de la cepa Sprague-Dawley (SD). Este modelo fue
nombrado taiep, debido a los signos motores de cardcter progresivo que
presenta: temblor (al mes de edad), ataxia (4° mes), inmovilidad tonica (a partir
del 5° y 6° mes), epilepsia (durante el 3° y 11° mes) y paralisis progresiva del
tren posterior (a partir del 7° mes) (Holmgren B et al., 1989). La rata taiep
muestra una alteracion en la sintesis de mielina que causa hipomielinizacién y
desmielinizacion progresiva, lo que conduce al desarrollo de trastornos
neuromotrices (Holmgren B et al., 1989) causado por una alteracion en el
transporte de proteinas del citosol a la membrana debido a una acumulacion en

los microtabulos de los oligodendrocitos (Duncan ID et al., 1992).

El modelo taiep ha sido caracterizado a nivel molecular (Soto-Rodriguez
G, 2012), celular (Leon Chavez BA et al., 2001) y fisiologico (Eguibar JR et al.,
2009) lo que ha permitido comprender los mecanismos celulares que subyacen

al proceso de hipomielinizacién-desmielinizacion que presenta la rata.

La investigacion de (Leon-Chavez BA et al.,, 2006) Leon Chavez y
colaboradores en 2006 demuestra que este proceso se ve acompafnado por un
incremento del estrés oxidativo-nitrosativo a partir del primer mes de edad y
hasta la etapa adulta de la rata, en la cual hay un proceso inflamatorio crénico,
causando un decremento de la quimiocina CXCL1, el receptor CXCR4 y de
factores de crecimiento como FGF2, sugiriendo que existe un déficit de los

factores estimulantes de la remielinizacion (Soto-Rodriguez G et al., 2015).

También se ha demostrado que la patologia taiep es ocasionada por una
mutacion puntual en el gen Tubb4a que codifica para la proteina B-tubulina 4a,
especificamente en la Ala302Thr (Duncan ID et al., 2017); (Garduno-Robles A
et al., 2020). Todos estos mecanismos en conjunto afectan el proceso de
formacion de la vaina de mielina, disminuyendo su concentracion y calidad, a lo
largo del desarrollo de la rata (Moller JR et al., 1997). Esto impulsé la busqueda

de opciones terapéuticas para contrarrestar los signos y sintomas que inducen



la neurodegeneraciéon y afectan la actividad motriz (Vargas-Castro V et al.,
2021).

Eguibar y colaboradores sugieren que puede haber un problema
relacionado con la modificacién en la comunicacion neuroquimica en el cerebro
de la rata taiep, encuentran que los episodios de inmovilidad inducidos por agarre
(IEs) estan modulados por receptores postsinapticos de serotonina (Eguibar JR
et al., 2009) y que los agonistas de los receptores de dopamina D2-D3 centrales
disminuyen estos episodios, mientras que la mayoria de los antagonistas D2 o
D3 lo agravan (Eguibar JR et al., 2010). Otros estudios han descrito una
alteracion en la transmision sinaptica en las neuronas centrales, las cuales
presentan corrientes postsinapticas excitatorias asincrénicas (ASYN EPSCs),
esta transmision asincrénica es causada por un fallo en los mecanismos de
liberacion de glutamato en el desarrollo postnatal de ratas taiep (Fuenzalida M
et al., 2009). Sin embargo, esto por si solo no podria explicar el amplio rango de
signos que presenta la rata a lo largo de su vida, por lo que se ha planteado
estudiar éstas y otras vias neuroquimicas afectadas que podrian ayudar a
entender como se desarrolla el proceso neurodegenerativo de la rata taiep. Se
ha encontrado que el defecto de las regiones afectadas en edades tempranas
es de tipo progresivo caudo-rostral, mostrando una astrogliosis reactiva, estrés
nitrosativo, hipomielinizacion-desmielinizacién y muerte celular por apoptosis y
necrosis (Soto-Rodriguez G et al, 2012; Leon Chavez BA et al., 2001; Moller
JR et al., 1997), siendo el tallo cerebral y cerebelo al mes de edad las regiones

mas afectadas en la rata taiep.

Cerebelo
El cerebelo se encuentra ubicado en la parte dorsal del cerebro (Hibi M and

Shimizu T, 2012), cuenta con 5 tipos de células neuronales: Células de Purkinje,
en canasta, estrelladas, de Golgi y de cesta cuya actividad es inhibitoria,
mientras que el quinto tipo, las células granulares, presentan una actividad
excitatoria; también estan presentes las fibras aferentes a la corteza cerebelar:
trepadoras y musgosas, estas fibras llevan informacion acustica,
somatosensorial, vestibular y visual, proveniente de la corteza, centros motores

espinales y del tronco encefalico (Delgado-Garcia JM, 2001).



Esta formado por una corteza de materia gris, compuesta de tres capas: la
capa externa, media e interna y representa aproximadamente el 10% del peso
total del cerebro, mientras que su superficie es de aproximadamente el 75% de

la corteza cerebral (Delgado-Garcia JM, 2001).

e La capa externa o molecular contiene células estrelladas, células de
canasta y las dendritas de las células de Purkinje, estas células tienen
actividad GABAérgica, ademas, hay axones de las células granulares
(fibras paralelas), cuya actividad es glutamatérgica.

e La capa intermedia esta constituida por los cuerpos neuronales de las
células de Purkinje (GABAérgicas).

e La capa interna o granular tiene células granulares, en menor proporcion
se encuentran células de Golgi, células de Lugaro y células en forma de
brocha (Algara, 2015).

En el humano se han estimado 100 mil millones de células granulares,

200 millones de células en cesto y 30 millones de células de Purkinje (Suarez,
2008).

Células de

Células de canasta
Golgi / Axones de
o ips las células
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Figura 1. Estructura celular del cerebelo. Se muestra la estructura cerebelar y la
composicidn celular de cada capa: externa, media e interna, asi como el tipo de

actividad que presenta cada neurona (Modificada de Algara, 2015).



Durante afios se ha estudiado su papel en el control motor, la percepcién
sensorial (Hibi M and Shimizu T, 2012) en funciones cognitivas y emocionales
(Rodriguez F et al., 2005); (Ito M, 2008). Se ha demostrado que el dafio
cerebelar en etapas postnatales contrae mayores consecuencias que un dafio
ocurrido en la edad adulta (Stoodley CJ, 2016), de ahi el hecho de que sea
asociado a patologias como ataxia espinocerebelar (Koeppen AH, 2005),
autismo, Trastorno por Déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) y dislexia
(Stoodley CJ, 2016).

Tallo cerebral
Cada region del tallo cerebral presenta una actividad especifica, de

acuerdo con (Franco-Perez J et al., 2012) Pérez y colaboradores del 2012,

estas regiones se distribuyen de la siguiente manera:

Tabla 1. Estructura celular del tallo cerebral.

Regidn Actividad Funcién

Estas neuronas son la principal fuente
de Noradrenalina en la médula espinal,
el cerebelo, tdlamo, hipocampo y la
neocorteza (Lindvall O and Bjorklund
Locus A, 1974). Presentan actividad
Noradrenérgica
coeruleus (LC) noradrenérgica que esta relacionada
con la plasticidad sinaptica, el control
motor, la homeostasis energética, entre
otras funciones (Lippiello P et al.,

2015).




Estas neuronas tienden a ser de mayor
tamafo y gran parte de ellas presentan
autorreceptores de serotonina 5HT1-A
presinapticos, también tienen la funcién
de sintetizar catecolaminas. El 10% de
los axones neuronales se extienden

hacia la amigdala, las células medianas

Nucleos del S parecen proyectarse hacia el caudado,
Rafé (NR) Serotoninergica putamen 'y el bulbo olfatorio
(Steinbusch H et al.,, 1981). Esta
relacionado con el suefio y la vigilia,
donde participa liberando serotonina al
cerebro, (Siegel A et al., 1999). Se han
encontrado receptores 5-HT7
distribuidos ampliamente (Beaudet G et

al., 2014).
Estas neuronas estan implicadas en la
Cerebro generacion del suefio, atencion,
Anterior Basal | Acetilcolinérgica | funciones  motoras, = memoria Yy
(CAB) aprendizaje (Orta-Salazar E et al.,

2014).

Nucleo Estas neuronas con actividad
predptico GABAérgica presentan una alta
medio. (NPOM) actividad durante el SOL (Suefio de
y el Area GABAérgica Ondas Lentas) y el sMOR (Suefio de
predptica Movimiento Ocular Réapido), inhibiendo

ventrolateral
(APVL)

sistemas relacionados con la vigilia y el
despertar (Monti JM, 2011).

Area
hipotalamica

posterior

Histaminérgica

Los axones de estas neuronas se

desplazan hacia todo el Sistema

nervioso central. Estan activadas




durante la vigilia y se asocia con la
regulacion de la temperatura corporal
(Saper et al., 2001).

De ahi la capacidad multifuncional del tronco cerebral y su relacion con
enfermedades como el Trastorno del Espectro autista (TEA) que presenta
anomalias en los nucleos auditivos del tronco encefalico (Smith A et al., 2019),
esto se ha relacionado con la patologia de la rata taiep, donde (Roncagliolo M
et al., 2000) Roncagliolo y colaboradores en el 2000 encuentran que hay un
deterioro de los componentes centrales de las respuestas auditivas durante el
desarrollo posnatal de la taiep en esta region cerebral.

La comunicacion astrocito-astrocito y astrocito-neurona puede ocurrir de
dos maneras, la primera ocurre mediante oscilaciones resultantes de la
liberacion de calcio (Ca?*) de los almacenes intracelulares o por medio de los
neurotransmisores liberados por las neuronas donde estas liberan ATP
(Adenosin trifosfato) o Glutamato (Glu) activando receptores acoplados a
proteinas G causando el aumento de Inositol trifosfato (IP3) finalizando en la
liberacion de Ca?* (Guillamon-Vivancos T et al., 2015).

A través de conexiones duales con neuronas y vasos sanguineos, los
astrocitos proporcionan nutrientes a las neuronas, eliminan los productos del
metabolismo, controlan la cantidad de flujo sanguineo que perfunde el Sistema
Nervioso Central (SNC) y mantienen la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE), también se ha sugerido su participacién en la construccion de circuitos
durante el desarrollo neuronal y la reconstruccion de estos después de una lesién
(Guillamon-Vivancos T et al.,, 2015). Los astrocitos mantienen la
neuromodulacion a través de la captacion de glutamato, del Acido gama
aminobutirico (GABA) y glicina (Gly), los metabolizan y liberan sus precursores

a las neuronas.

Glutamato
Es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en el SNC, un

incremento en las concentraciones de glutamato en el espacio sinaptico y extra

sinaptico conduce a una hiperexcitacion neuronal que desencadena



determinados eventos fisioldgicos. Si la hiperexcitacion se mantiene, causa un
proceso conocido como "excitotoxicidad del glutamato”, que puede causar

muerte neuronal.

Receptores de Glutamato
Los receptores de glutamato (GIuR) se dividen en dos grupos:

ionotropicos y metabotropicos, (Figura 2).

GluR

l Ionotropicos | l Metabotropicos

I I
| | |

Grupo [ Grupo I Grupo 111
*NMDA **AMPA . ! :
(Entrada de (Entrada de Kainato E (};-C}.wa (Inlélbellla (Inl&lbf?lla
Ca?") Na*) osfolipasa adeni adeni
O ciclasa) ciclasa)

A ! ) L J J / A /
NR1 GluR1-4 GIluR5-7 mGluR 1 mGIluR2 mGluR4

] o
NR2A-D : KA 1-2 mGluRS mGluR3 mGluR8

Figura 2. Clasificacion de los receptores de glutamato. *N-methyl D-aspartato (NMDA), **a-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propiénico (AMPA).

Debido a la participacion de los receptores ionotropicos N-metil D-
aspartato (NMDA) y Kainato, asi como los metabotrépicos del grupo Il mGluR2/3
con la sinapsis glutamatérgica es que destacaremos su importancia en esta

investigacion.

El glutamato media la transmision sinaptica rapida a través de tres clases
de receptores ionotrépicos: N-metil D-aspartato, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-acido propiénico (AMPA) y receptores de Kainato (KAR), cuya funcion
es la hiperpolarizacion o despolarizacion de la membrana plasmatica, de
acuerdo con la especificacion ionica del canal y el gradiente transmembrana

presente.

Los receptores ionotropicos NMDA se caracterizan por depender del
voltaje, ser blogueados por Magnesio (Mg?*) y usar a la Glicina como coagonista.

Se encuentra formado por un heteromero de 2 familias de subunidades, la



subunidad NR1 que tiene 8 isoformas y la subunidad NR2 formada por 4
subunidades NR2A, NR2B, NR2C y NR2D; estos receptores son permeables al
influjo de Ca?*y al flujo retrégrado de potasio (K*). La unién a Glutamato ocurre
por medio de la subunidad NR2 (figura 3), mientras que la Glicina usa la
subunidad NR1 (Fouillioux C et al., 2004).

NR1 NR2

H,N

... Glicina Glutamato

Extracelular . 4
9000000 © 'O ' O 0000000
M4 M1 M3 M3 M1 '\ M4
M2 M2
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Figura 3. Estructura del receptor NMDA. Se muestra la estructura de las
subunidades NR1 y NR2 de los receptores NMDA. (Modificada de Fouillioux C et al., 2004)

Estos receptores juegan un papel importante al participar en procesos
especificos de acuerdo con la regién donde se encuentren: la plasticidad
singptica, memoria y el aprendizaje, (Llansola M et al., 2005). En las neuronas
de Purkinje del cerebelo se encuentra presente la subunidad 2B del receptor
NMDA (NMDAR2B o NR2B) durante la primera etapa de vida participando en la
migracion celular que va de la capa germinal externa a la granular interna antes

de la sinapsis (LIansola M et al., 2005).

La familia de los KAR se compone de cinco genes codificantes para las
subunidades GluK1, GluK2, GluK3, GluK4 y GIuK5. Se sabe que los receptores

de Kainato se expresan en la corteza cerebelosa, en los axones de las fibras



paralelas y hacen sinapsis con las células de Purkinje donde pueden presentar
un papel metabotropico no candnico regulando la liberacion de Glutamato y
GABA, (Falcon-Moya R et al.,, 2019). Su activacion presinaptica regula la
liberacion de glutamato o GABA de manera positiva o negativa, participando en
la modulacién de la excitabilidad de las redes neuronales, mientras que en las
terminaciones postsinapticas median la respuesta sinaptica (Bonfardin VD et
al., 2012).

Los receptores de glutamato metabotrépicos (mGIUR) intervienen en las
vias de transduccion de sefiales a través de proteinas G. En estos receptores, la
unién a glutamato activa o inhibe sistemas efectores acoplados a proteinas G,
regulando asi la transmisién sinaptica y la excitabilidad neuronal, por ello la
activacion es mas lenta, pero con una mayor duracién. Se dividen en 3 grupos

con funciones especificas:

Tabla 2. Tipos de receptores de glutamato metabotrépicos y su funcion.
(Modificada de Fouillioux et al., 2004).
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Genera segundos mensajeros: | Excitacion neuronal

I Diacilglicerol (DAG) que activa | generando un feedback
Aledizleisreen 0 ala proteina Cinasa C; y el IP3 | positivo que lleva a una
felsiieoesene | que media la  liberacion  de | sobreexcitacion,

(PLC) iones de Ca?* de los depésitos | causando  apoptosis:
intracelulares. Excitotoxicidad.
Iy 1 Menor produccion de
Inhiben la Monofosfato de adenosina | Tienen un efecto

AlchalifeleZEEi ) ciclico (AMPc)  y  menor | neuroprotector.

(AC) liberacién de Glutamato.




Los grupos Il y Il a menudo se localizan en terminales presinapticos o
axones preterminales donde inhiben la liberacion de neurotransmisores. Se sabe
gue de los ocho subtipos de receptores mGlu, los receptores mGlu2 y mGlu3 son
los mejores "receptores neuroprotectores”, ya que al ser activados inhiben la
liberacion de glutamato (Lovinger DM, 1991); (Lovinger DM and McCool BA,
1995); (Cozzi A et al., 1997), inhiben los canales de calcio dependientes de
voltaje (Pin JP and Duvoisin R, 1995) y estimulan la produccién de factores
neurotréficos en los astrocitos y la microglia (Bruno V et al., 1997); (Ciccarelli
R et al., 1999); (Matarredona ER et al., 2001).

Los receptores metabotropicos de glutamato Il (mGIuR2 - Grm2) se
encuentran en neuronas pre y postsinapticas (Shigemoto R et al., 1996);
(Shigemoto R et al., 1997), donde inhiben adenilato ciclasa (Bruno V et al.,
1997), canales de Ca?* y activan canales de K*. Este receptor funciona también
como un autorreceptor de glutamato, que una vez activado inhibe el vaciado del
contenido vesicular en la terminal presinaptica de las neuronas glutamatérgicas,
(Niswender CM and Conn PJ, 2010). (Corti C et al., 2007) Corti y
colaboradores en el 2007 encontraron que la activacion de mGIuR2 en realidad

podria ser dafiina en términos de excitotoxicidad.

El receptor de glutamato metabotropico 3 (mGIuR3 — Grm 3) se encuentra
preferentemente en neuronas y astrocitos. Un estudio realizado en cultivos de
astrocitos expuestos a NMDA durante 10 minutos, demostré que el agonista
LY379268 de los receptores mGlu2/3 induce un efecto neuroprotector, que se
pierde si falta mGIuR3 en los astrocitos del cultivo (Corti C et al., 2007).

Aungue la mayoria de las células del SNC participan en el metabolismo
del glutamato extracelular, los astrocitos son, con mucho, las células mas
eficientes en este proceso, ya que metabolizan aproximadamente cerca del 90%

de todo el glutamato liberado.

La principal via de la captacion de glutamato se logra a través de dos tipos
de transportadores de glutamato, independientes de Sodio (Na*) vy
transportadores dependientes de Na* (Kainato, NMDA, etc.). Esta captacion de

glutamato astrocitico mediada por exocitosis dependiente de Ca?*, ocurre



utilizando una maquinaria similar a la usada por las neuronas en la liberacién

sinaptica de glutamato, (Mahmoud S et al., 2019).

Regulacion del glutamato por los astrocitos:

El glutamato puede ser retirado del espacio sinaptico mediante los
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT) ubicados en la terminal
presinaptica de células gliales vecinas, o la neurona postsinaptica. En la glia, el
glutamato se convierte en glutamina, que luego se transporta de regreso a la

terminal presinaptica y se convierte nuevamente en glutamato.

El glutamato se puede metabolizar en los astrocitos por una de dos vias

principales (Figura 4):

a) Captacion de glutamato: después de la liberacion de glutamato de las
neuronas presinapticas, solo el 20% es captado por los receptores
postsinapticos para transmitir impulsos excitatorios, mientras que los
astrocitos captan el 80% restante mediante sus transportadores EAAT-1
y EAAT-2 (encargados de la captacion de glutamato) localizados en la

superficie peri-sinptica.

b) Metabolismo del glutamato: En los astrocitos, la glutamina sintetasa (GS)
convierte el glutamato en glutamina, esta se libera al espacio extracelular
por el transportador electroneutral dependiente de sodio (SN1), tras lo
cual la glutamina es captada por los transportadores del sistema, hacia
las neuronas donde es utilizada para sintesis de glutamato o GABA
(Mahmoud S et al, 2019) (Figura 4).



Captacion y metabolismo del glutamato por los astrocitos

o000
oo’
"/_,/—" //’
2%
o8 o . .'.
E.:I . \
% 0 ph ;2
809% Neurona
NE.“ID“.E N postsinaptica
presinaptica

(DI

Glutamina Glutamato

b) e . a-cetoglutarato
G5 ‘L

Astrocito Ciclo del ATC
ATP 4—

Figura 4. Captacion y metabolismo de glutamato por los astrocitos. Se muestra el
metabolismo del glutamato por los astrocitos (Flechas rojas), y el metabolismo oxidativo
(Flechas moradas) (Modificada de Mahmoud S et al., 2019)

Por otro lado, el glutamato podria metabolizarse oxidativamente a a-
cetoglutarato y asi, ser usado en el Ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), que se
utiliza en la sintesis de ATP. Una proporcién significativa de glutamato se
metaboliza oxidativamente al a-cetoglutarato, que sirve como sustrato para la
produccion de ATP. Cabe destacar que el metabolismo oxidativo del glutamato
da como resultado la produccién de una enorme cantidad de ATP en los

astrocitos, que supera el ATP necesario para la captacién de glutamato.

La preferencia entre estas dos vias metabdlicas depende, principalmente, de
la concentracion de glutamato en el espacio extracelular. Si es inferior a 0.2 mM,
el glutamato se metaboliza a glutamina para proporcionar glutamato a las
neuronas, mientras que el metabolismo oxidativo se ve favorecido si la
concentracion de glutamato extracelular es superior a 0.2 mM para proporcionar

la energia necesaria para la absorcion de glutamato (Mahmoud S et al., 2019).



Acido gamma aminobutirico (GABA)

El GABA es el neurotransmisor inhibitorio mas abundante en el SNC de los
mamiferos. Se libera mediante la activacion de los potenciales de accién y es
necesario para la comunicacion Neurona-Glia (Watanabe M et al., 2002). Este
neurotransmisor participa en procesos especificos como la proliferacion,
diferenciacion y migracion de los precursores neuronales y gliales (al-Dahan Ml
and Thalmann RH, 1996); (Barres BA et al., 1990); (McCarthy MM et al.,
2002); (Peters A, 1991) y también se le ha relacionado extensamente con la

promocién del suefio (Chung S et al., 2017).

El GABA se une a tres principales receptores: GABAA, GABAs y GABAc. Los
receptores de tipo GABAA y GABAc son ionotropicos y median las respuestas a
GABA rapidamente para desencadenar la apertura de los canales cloruro (CI),
mientras que los receptores GABAe son metabotrdpicos y median respuestas
mas lentas de GABA al activar las proteinas G e influir en los sistemas de

segundos mensajeros (Bettler B et al., 2004); (Shaye H et al., 2020).

Los receptores GABAA son los principales sitios para la neurotransmision
inhibitoria rapida en el SNC, estan regulados por mecanismos de fosforilacion, lo
gue afecta tanto a sus propiedades funcionales como a su movilidad y trafico en
la superficie celular, ademas estd compuesto por 5 subunidades (2 subunidades
a, dos subunidades B y una subunidad y o &) acomodadas en un anillo y de

manera concéntrica se encuentra el canal cloruro (Wisden W et al., 2019).

Por su parte, los receptores GABAA-p (GABA-rho) o GABAc son canales
idnicos activados por ligandos y se conforman por 5 subunidades p (Connolly
CN et al., 1996). Estos receptores se han detectado en la retina, en astrocitos
cerebelosos y se ha propuesto su participacion en la regulacién del desarrollo
glial del cerebelo (Petriz A et al., 2014).

Serotonina
La 5-hidroxitriptamina (5-HT), o mejor conocida como serotonina, es una
hormona biogénica que funciona como neurotransmisor, hormona y mitégeno.

En el cerebro, la inervacion de serotonina se encuentra desde la corteza,



amigdala, tdlamo, nucleos de rafé y el locus coeruleus; se ha relacionado
estrechamente con la promocion de la vigilia, la inhibicion del suefio REM (Monti
JM, 2011), regulacion del comportamiento alimentario, agresion, dolor ansiedad

y el estado de animo (Bradley PB et al., 1986).

Los receptores 5-HT se dividen en 7 familias con sus correspondientes

receptores:

RECEPTORES DE SEROTONINA

Figura 5. Receptores de Serotonina. Se muestran los tipos y subtipos de receptores de

serotonina (5-HT).

Todas las subunidades, exceptuando a la 5-HT3, estan acopladas a
proteinas G, mientras que el subtipo 5-HT3 activa un canal catiénico (Na*, Ca?*
0o K*) regulado por 5-HT que conduce a la despolarizacion de células

monoaminérgicas, aminoacidérgicas y colinérgicas, (Monti JM, 2011).

Los subtipos de receptores 5-HT1A y 5-HT1B participan en la inhibicién de
adenilato ciclasa provocando la hiperpolarizacion de la membrana. Por su parte,
los subtipos 5-HT2A, 5-HT2By 5-HT2C activan la fosfolipasa C despolarizando
a la célula huésped, a través de la salida de calcio del Reticulo Endoplasmatico
Liso (Monti JM, 2011).

El receptor 5-HT7 fue el dltimo miembro en incorporarse a la familia de
Serotonina, se trata de un receptor acoplado a proteinas G. La actividad del

receptor 5-HT7 estimula a la AC y se localiza en las neuronas piramidales de la



corteza cerebral, tAlamo, hipocampo y tallo cerebral, (Gustafson EL et al.,
1996). Este receptor esta implicado en la regulacion de los ritmos circadianos de
los mamiferos (Glass JD et al., 2003) y en la termorregulacién (Hedlund PB
and Sutcliffe JG, 2004).

Enfermedades desmielinizantes y dismielinizantes
Diversas enfermedades presentan alteraciones en la sintesis, transporte

y empaquetamiento de la mielina y dependiendo del origen se les puede

clasificar como enfermedades de tipo desmielinizante y dismielinizante.

En las Enfermedades desmielinizantes del Sistema Nervioso Central
(EDSNC) del sistema inmune y afecta a la mielina que se form6 de manera
normal, (Savransky A, 2018). Entre las enfermedades del tipo desmielinizante

se encuentran las siguientes (Tabla 3):

Tabla 3. Enfermedades desmielinizantes y sus caracteristicas.

Es wuna enfermedad La desmielinizacibn se ve

cronica inflamatoria acompafada por una
autoinmune de tipo destruccion axonal que varia
progresivo, predomina entre pacientes (Ferguson B
en el sexo femenino. et al., 1997) y un dafio en los
(Tenembaum SN, 2017). oligodendrocitos con
Se observan lesiones en proliferacion astrocitica

Esclerosis _ _
la sustancia blanca, (Prineas JW et al., 1993);

multiple (EM)

cuerpo calloso, tallo (Toro J and Vallejo, 1994).
cerebral, cerebelo y Hay una reaccion linfocitaria 'y
médula espinal, (Toro J mononuclear  donde se
and Vallejo, 1994). activan los linfocitos T vy
macréfagos, los cuales se
unen a proteinas de la mielina

activando cascadas



inflamatorias (Vogel DY et al.,
2013).

Enfermedad inflamatoria Se  generan  anticuerpos
autoinmune localizada especificos contra la
en el cuarto ventriculodel acuaporina 4 (IgG-AQP4)
tallo cerebral y en la expresado en los terminales
region infratentorial del de los astrocitos, el epéndimo

cerebelo. Se caracteriza ventricular y las sinapsis

Neuromielitis
optica (NMO)

por Neuritis O6ptica y interneurales. Este canal esta

mielitis transversa encargado de regular el flujo

(Savransky A, 2018). del agua entre el cerebro-
sangre y cerebro-liquido
cefalorraquideo (Lennon VA
et al., 2004); Tenembaum
SN, 2007).

Trastorno del tipo Se trata de una encefalopatia
desmielinizante e aguda asociada a infiltrados
Encefalomielitis BigiElEelfle] multifocales de monocitos
aguda inmunomediado del SNC (Reik L, 1980). EI tallo
diseminada gue afecta a la sustancia cerebral, el nervio optico y el
(EAD) blanca encefalica cerebelo se ven afectados
(Tenembaum SN., (Toro J and Vallejo, 1994).
2007).

Las enfermedades dismielinizantes enlistadas en la Tabla 4 se
caracterizan por una alteracién o falla en la producciéon o conservacion de la
mielina (Toro J and Vallejo, 1994). Las leucodistrofias son de origen congénito,
donde la ausencia de mielina es primaria y se alteran los mecanismos

encargados de mantener la mielina y muestran una mutacion en el gen de Tubb4.



Tabla 4. Enfermedades dismielinizantes y sus caracteristicas

Ocurre una acumulacion del

sulfato cerebrésido (Toro J

_ __ and Vallejo, 1994) a causa
Es la leucodistrofia mas -
5 de la deficiencia de la
comun. Se trata de una _ _ _
L enzima arilsulfatasa, vital
. . dismielinizacion de la )
Leucodistrofia _ para el metabolismo de la
- sustancia blanca o
metacromatica . mielina, participando en la
central 'y periférica » _
_ degradacion de la misma
(Toro J and Vallejo,

impidiendo la acumulacién
1994).

de productos de
degradacion neurotoxicos
(Bermejo VP et al., 2011)

Ocurre un defecto en la B-
oxidacion peroxisomal de
los &cidos grasos saturados
Enfermedad gue de cadena larga, debido a la
presenta insuficiencia | incapacidad de que estos
renal con | acidos grasos sean

Adrenoleucodistrofia | _ i
dismielinizacibn de la| metabolizados habra una

(Enfermedad de
Addison Schielder o
Schaumburg)

sustancia blanca | acumulacion anormal a
afectando los I6bulos | nivel histico. Cuando estos
occipitales y parietales | se integran a los lipidos

(Bermejo VP et al.,| complejos que forman la

2011) mielina, hay un proceso de
desmielinizacion y
degeneracion mielinica.

(Toro J and Vallejo, 1994).

Enfermedad Se debe a un defecto en el
Enfermedad de

autosOmica recesiva gen Galc, que causa una
Krabbe

del tipo progresivo, se produccion insuficiente de la




presentan crisis enzima galactocerebrosido
ténicas, atrofia Optica, beta-galactosidasa
sordera 'y deterioro (galactosilceramidasa),
cognitivo enzima fundamental para la
(Kohlschutter A, produccion de  mielina
2013). (Kohlschutter A, 2013).

El catabolismo de los
Enfermedad gangliésidos esta alterado
autosOmica  recesiva | debido a una ausencia o
Enfermedad de dismielinizante o | disminucion de la

Tay-Sachs conocida como idiocia | hexosaminidasa A, que
amaurdtica (Toro J and | causa una acumulacion del
Vallejo, 1994). gangliésido GM2 (Toro J
and Vallejo, 1994).

En la mayoria de las enfermedades relacionadas con la pérdida de mielina
el proceso de hipomielinizacion-desmielinizacion conduce a la degeneracién
axonal, interrumpiendo la comunicacion neuronal entre el cerebro, la medula
espinal y las extremidades (Moller JR., 1997). Existen pocos modelos de
animales innatos con un periodo de vida largo para evaluar el desarrollo de la
degeneracion mielinica, por lo que la busqueda de modelos viables que simulen
defectos causados por la pérdida de mielina representa un reto importante en la
investigacion clinica, es aqui donde se destaca la importancia de la rata taiep,
gue es un modelo apto para el estudio relacionado con enfermedades del tipo

desmielinizantes/dismielinizantes.



Justificacion

Las enfermedades hipomielizantes/desmielinizantes en el ser humano
son un problema de salud latente. La incapacidad motriz que presentan los
pacientes que sufren alguna enfermedad desmielinizante se debe a una
degeneracion progresiva de las vainas de mielina en regiones como tallo y
cerebelo, por ello contar con un modelo animal que presente un cuadro similar a
este tipo de enfermedades, como es la rata taiep, podria ayudar a comprender

los mecanismos que regulan la expresion génica en estas patologias.

Actualmente no se conocen por completo los mecanismos moleculares
involucrados en la regulacién génica neural en la rata taiep, por lo que conocer
el perfil de expresion de los transcritos de RNA gue se encuentran modificados
al mes de edad donde el proceso de hipo-desmielinizacion genera los primeros
signos motores y causa neurodegeneracion, nos ayudara a comprender las

posibles alteraciones neuroquimicas en el tallo y cerebelo de la rata taiep.

Este trabajo busco estudiar los transcritos expresados en la rata taiep al
mes de edad en tallo y cerebelo, asi como evaluar su impacto en las vias de

sefializacion en las que participan.



Pregunta de investigacion

¢, Cuales son los transcritos de las vias neuroquimicas relacionadas con

Glutamato, GABA y Serotonina que se encuentran modificados en la rata taiep?

Hipotesis

La alteracion de los transcritos de las vias neuroquimicas contribuye a la

patologia taiep.

Objetivos

Objetivo general

e Analizar bioinformaticamente los transcritos modificados en las vias
neuroquimicas relacionadas con Glutamato, GABA y Serotonina de tallo

y cerebelo en la rata taiep.

Objetivos especificos

e Identificar los transcritos modificados en las vias neuroquimicas
relacionados con Glutamato, GABA y Serotonina de tallo y cerebelo en la

rata taiep a partir de un microarreglo.

e Proponer un mapa bioinformatico de las vias neuroquimicas para

encontrar transcritos modificados en la patologia taiep.



Disefio de la investigacion

TIPO DE ESTUDIO

Retrospectivo, de acuerdo con los datos obtenidos del microarreglo
realizado en la rata taiep en la Unidad de Microarreglo del Instituto de Fisiologia
de la UNAM, se realiz6 el andlisis bioinformatico en la plataforma KEGG

(Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto).

DEFINICION DE UNIVERSO

Transcritos regulados positiva 0 negativamente obtenidos por el

microarreglo de 5K genes de rata taiep.

TIPO DE MUESTREO

Muestreo especifico, transcritos involucrados en vias neuroquimicas.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion: Ratas macho Sprague-Dawley (SD) y taiep de 1
mes de edad. Transcritos que fueron positivos para los fluoréforos Cy3 y Cyb5.

Transcritos que presentaron un valor de Z-score = a +2/- 2.

Criterios de exclusion: Ratas hembra SD y taiep de 1 mes de edad.

Aquellos transcritos con un valor de Z-score <+2/-2.

Criterios de eliminacién: Ratas mayores a un mes, desnutridas,
enfermas, que presenten un cuadro diferente a la patologia taiep o de cualquier
otra cepa. Transcritos que solo fueron positivos para uno de los 2 fluoréforos:

para Cy3 y no para Cy5, o para Cy5 y no para Cy3, segun sea el caso.

DEFINICION DE GRUPO CONTROL

Ratas macho Sprague-Dawley, clinicamente sanas de 1 mes de edad.



VARIABLES Y DEFINICION DE VARIABLES

Variables cualitativas: El mRNA de transcritos que tengan una regulacion

negativa y positiva, involucrados en una ruta neuroquimica.

MANEJO ESTADISTICO DE LOS DATOS Y PRUEBAS ESTADISTICAS

Andlisis de Z-score que evalla la desviacidon estandar entre grupos de la
distribucion de los datos.

ASPECTOS BIOETICOS

Todos los tramites se realizaron de acuerdo con la legislacion mexicana
vigente, NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA), con base en la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio. Los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales con el
namero de protocolo 09-102. Todos los procesos experimentales se realizaron

con los cuidados necesarios para minimizar el sufrimiento de los animales.

RIESGOS DE LA INVESTIGACION

En este trabajo no se presentan riesgos.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

En este trabajo no fue necesaria una carta de consentimiento informado.
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Figura 6. Diagrama de trabajo. Se muestra el proceso de trabajo durante la tesis.

Una vez obtenido el RNA total, se transportaron las muestras a la Unidad de
Microarreglo del Instituto de fisiologia celular de la UNAM, a cargo del doctor
Jorge Ramirez Salcedo (http://www.ifc.unam.mx/acerca-del-

instituto/organizacion).



Metodologia

Preparacion de animales:

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Dawley y taiep de 30 dias
de nacidas, los animales se mantuvieron bajo condiciones de bioterio
controladas, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y temperatura de 22 °C %2,

con acceso de agua y alimento ad libitum.

Obtencidn de tejidos:

Se seleccionaron aleatoriamente ratas macho de las cepas Sprague-
Dawley y taiep de 30 dias de nacidas, en ambos casos la n fue de 5 ratas (n=5).
Estas fueron anestesiadas con pentobarbital a una dosis de 30 mg/Kg de peso y
rapidamente se extrajeron los cerebros completos, de los que se disecto el tallo
y cerebelo, estos fueron colocados inmediatamente en un tubo estéril libre de

RNAsas y almacenados a -72 °C hasta su posterior uso.

Extraccion del RNA:

Usando la técnica de TRIzol (Reactivo TRI: fenol e isotiocianato de
guanidina; 1000 mL por 100 mg de tejido de tallo y cerebelo) se homogenizé
mecanicamente la muestra (el pool de los tejidos de las 5 ratas) y se incub6
durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Se afadieron 200 pL de
cloroformo, se agitd durante 15 s y se incubdé por otros 5 min a TA.
Posteriormente, se centrifugé a 12,500 rpm durante 15 min a 4°C y con una
micropipeta se recupero la fase acuosa en un tubo nuevo, a este se le afiadieron
500 pL de Isopropanol, se mezclé e incubo durante 10 min a TA. Después de
esto, se centrifug6 a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, pasado el tiempo se decantd
el sobrenadante manteniendo el pellet de RNA (acido ribonucleico) al fondo del
tubo, se lavé con 1 mL de etanol (EtOH) al 75% con un golpe de vortex y se
centrifugd a 7,500 rpm durante 5 min. Se decantd el EtOH y finalmente, se
resuspendio el pellet de RNA en agua grado biologia molecular (GBM, libre de
RNAsas).



Cuantificacion del RNA:

A partir de la solucién concentrada de RNA total, se tomé 1 uL y se
adicion6 a un microtubo que contenia 9 yuL de agua grado biologia molecular,
obteniendo una dilucion 1:10, de la cual se tomaron 2 pL para determinar la
concentracion y pureza (radio 260/280 nm) de la muestra por medio de

espectrofotometria en el NanoDrop 8000.

*La relacion 260/280 nm tiene un valor ideal de 1.8 — 2, que significa que
la muestra es pura. Un valor menor a 1.6 muestra contaminacion con proteinas

o fenoles.

Integridad del RNA:

Para evaluar la integridad del RNA se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio (BrEt), en cada pozo se depositaron
8 uL de la mezcla de RNA diluido y buffer de carga, se corrié el gel a 80 voltios
durante 1 hora. Pasado el tiempo se visualizé el gel en una camara de luz UV
para verificar que el RNA no se degradd durante todos los procedimientos

realizados.

Microarreglo:

El experimento se realizé en la Unidad de Microarreglos del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. El microarreglo se hizo en ciego y por duplicado:
Se usaron 30 pg de RNA obtenidos del tallo y cerebelo del grupo control
(Sprague-Dawley) y el grupo problema (taiep), como el experimento se realizé
en ciego, una muestra fue marcada como “Numero 1” y otra como “Numero 2”.
En el primer experimento se marcé la muestra 1 con el fluoréforo Cy3, y la 2 con
el fluoroforo Cy5 y se hibrido con el chip RN5K_05_26. En el segundo
experimento la muestra 1 se marcé con el fluoréforo Cy5 y la muestra 2 con el

Cy3, posterior a esto se hibrid6 con el chip Rn5K_05_27.



Andlisis de Z-score:

Una vez obtenidos los resultados del microarreglo se realizdé un andlisis
de Z-score. Al ser un modelo discriminante, el Z-score genera un valor
estandarizado que especifica la ubicacién exacta de un valor X dentro de una
distribucion describiendo su distancia desde la media en términos de unidades
de desviacion estandar, asi las puntuaciones Z describen la ubicacion exacta de
una puntuacion dentro de una distribucion: (+) si estan por encima o (-) si estan

por debajo de la media.

Asi, se discriminaron los transcritos que estaban debajo de los valores de
Z-score 2+2 /| -2 0 que solo hayan dado positivo a un fluoréforo, trabajando
unicamente con los transcritos que presentaban una regulaciéon = a +2/-2,

identificAndolos como aquellos que se encontraban fuera de la normalidad.

Analisis de transcritos por medio de la plataforma KEGG:

Los transcritos que tuvieron una regulacion positiva 0 negativa fueron
analizados en “KEGG” (https://www.genome.jp/kegg/), haciendo uso de una de
las  herramientas que ofrece la plataforma: “KEGG MAPPER”
(https://lwww.genome.jp/kegg/mapper/search.html), cuya funcién es el mapeo de
rutas bioquimicas, metabdlicas y genéticas. Con ayuda de bases de datos
externas, esta plataforma se encargara de relacionar los transcritos y mostrara

las vias de sefalizacion o procesos en los que convergen.

Para realizar la busqueda concerniente a esta investigacion, accedimos a la
plataforma de KEGG, donde se eligio la herramienta “Mapper’
(https://www.genome.jp/kegg/mapper/search.html). En ella se especifico la
busqueda que se necesito llevar a cabo (Figura 7):

1. Se eligio el organismo del que se obtuvieron los transcritos, en este caso
Rattus norvergicus, cuya clave es “rno”.

2. En la ventanilla de “ldentificadores KEGG” se colocaron las claves de
acceso de los transcritos.

3. Se seleccionaron los filtros: “Incluir objetos: Igual que” e “Incluir Alias”,

para hacer mas especifica nuestra busqueda.



4. Ejecutamos la accion.

KEGG Mapper - Search

KEGG2 About Reconstruct Search Color Join ConvertID Assign KO Taxonomy

Search tool

The Search tool searches various KEGG objects, including genes, KOs, EC numbers, metabolites and drugs, against KEGG
pathway maps and other network entities. Found objects are marked in red.

See new article: KEGG mapping tools for uncovering hidden features in biological data

Search mode: O Reference O hsa @ other org |rno | 1 code
Enter query KEGG identifiers
Examples:
29559 [Select  v|
24415 ot S
24416
24410 hsa mode

diseasegene.txt (human disese genes)
drugtarget.txt (drug targets)

drugtarget2.txt (drug targets, products only)
mabtarget.txt (drug targets, MAB only)
mabtarget2.txt (drug targets, MAB products only)

Or upload file: | Seleccionar archivo | Ninguno archivo selec.
Filter1 Filter2 (to extract K/C/G/D/R/RC numbers)

Include "same as” objects

4 Include aliases (for hsa and other org modes)

[Wl Clear @

Figura 7. Especificaciones de busqueda de transcritos

La busqueda nos arrojé una lista de los procesos individuales y grupales
en los que convergen los transcritos que fueron introducidos. Se eligi6 el

rno” del proceso de nuestro interés que involucré a la mayor cantidad de
transcritos introducidos (Figura 8).

KEGG Mapper Search Result
Pathway (20) Brite (3) _ Module (0)

Sort he pathway list
Show tched objects

rn 0 Neuroactive ligand-receptor interaction - Rattus norvegicus (rat) (4)

rno04724 Glutamatergic synapse - Rattus norvegicus (rat

rin2b; glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B precursor

rm2; metabotropic glutamate receptor 2 precursor

rm3; metabotropic glutamate receptor 3 precursor

rikl; glutamate receptor ionotropic, kainate 1 isoform 1 precursor

rno05030 Cocaine addiction - Rattus norvegicus (rat) (3)

rno04072 Phospholipase D signaling pathway - Rattus norvegicus (rat) (2)



Figura 8. Procesos en donde coinciden los transcritos de interés.

6. Una vez seleccionado el proceso de interés donde convergieron los
transcritos, la plataforma nos arroj0 un mapa en el que aparecieron
marcados en rojo los transcritos que fueron introducidos. Dicho mapa se
analizé de acuerdo con la funcion de cada transcrito y su nivel de

expresion (Figura 9).
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Figura 9. Mapa de interés donde se observan los transcritos introducidos (Rojo).



Resultados y discusion

El microarreglo de 5K genes nos permitié realizar un analisis de aquellos
transcritos regulados positiva y negativamente participantes en diversos
procesos fisioldgicos, este desglose determind que 241 transcritos tenian un
valor de Z-score = a +2/- 2 y de estos, Unicamente 59 transcritos estaban
relacionados con la patologia taiep. De relevancia en el presente estudio,
Gnicamente se usaron aquellos relacionados con vias neuroquimicas
determinando que solo 7 transcritos estaban involucrados con la liberacion,

sintesis y actividad de los neurotransmisores.

Aquellos seleccionados fueron ingresados a KEGG, donde se trabajé con

los mapas proporcionados por la plataforma.

Sinapsis glutamatérgica

Con los resultados del microarreglo a partir del analisis Z-score, se
encontraron alterados cuatro transcritos relacionados con glutamato, de los
cuales tres estaban regulados negativamente y uno positivamente (Tabla 5). Los
cuatro transcritos fueron analizados utilizando la plataforma KEGG que los

correlacion6 en un proceso conjunto: la sinapsis glutamatérgica (Figura 10).

Tabla 5. Transcritos relacionados con glutamato regulados positiva y negativamente.

Regulacion Transcritos RNO

Grik1; glutamate receptor, ionotropic, kainate 1 29559

Negativa  Grm2; glutamate receptor, metabotropic 2 - mGIuR2 | 24415

Grm3; glutamate receptor, metabotropic 3 - mGIuR3 | 24416

Grin2b; glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-

aspartate 2B — NMDAR2B 24410

Positiva
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Figura 10. Sinapsis glutamatérgica. Se muestran los transcritos con una regulacion negativa (circulo rojo) y positiva (circulo azul). La regulacion negativa de
MGIUR3 en el astrocito estaria afectando la produccion de factores de crecimientos necesarios para mantener el contacto y supervivencia de la neurona. En la
neurona el transcrito que codifica para el mGIuR3 a través de su acoplamiento a proteinas G1/0 no inhibiria la activacién de AC y promoveria la exocitosis de
Glu de la neurona presinaptica, aumentando los niveles de Glu en la hendidura sinaptica. El receptor en la mGIuR3 en la neurona postsinaptica a través de
Gi/Go promueve la activacién de PKA involucrado en la memoria de trabajo. La regulacion negativa del mRNA de KA inhibe la recaptura de Glu presinaptico y la
activacion del receptor postsinaptico involucrado en la plasticidad sinaptica excitatoria neuronal (Jin LE et al., 2018). Ademas, la regulacion positiva de NMDAR

incrementaria la excitabilidad de la neurona postsinaptica. Mapa obtenido y modificado de KEGG.



De acuerdo con el mapa obtenido a través de KEGG los transcritos
alterados participan en conjunto en el metabolismo, transporte y recaptura de
glutamato por parte de las neuronas y las células gliales, principalmente los
astrocitos, cuando existe un exceso de este neurotransmisor en el espacio
extrasinptico. La glia juega un papel importante en la recaptura del glutamato
por medio de los transportadores EAAT donde el neurotransmisor sera
convertido en glutamina y posteriormente sera transportado a la terminal

presinaptica para ser transformado nuevamente en glutamato (Figura 10).

En la rata taiep al mes de edad hay una modificacion de 4 transcritos que
codifican para receptores de glutamato, dos metabotropicos y dos ionotrépicos.
De estos, tres transcritos se encontraron regulados negativamente (los
receptores metabotrépicos mGIuR2 y mGIuR3, asi como el receptor ionotropico
Kainato-GluR5), mientras que sélo la subunidad 2B del receptor ionotropico

NMDA mostro una regulacién positiva (Figura 10).

El receptor ionotropico de Glutamato NMDA esta compuesto por 3
subunidades, la NR2A, NR2B y NR2C. Especificamente la subunidad 2B esta
ubicada en la terminal postsinaptica donde participa en la excitabilidad neuronal

y la plasticidad sinaptica.

Llansola y colaboradores en el 2005 encuentran que, en condiciones
fisiolégicas, hasta los 15 dias de edad, la subunidad 2B esta normalmente
sobreexpresada o presenta una regulacion positiva, sin embargo, a partir de los
15 dias postnatal debe ocurrir un intercambio de la subunidad NR2B por la NR2A
y la NR2C, esto genera un cambio funcional en el receptor modificando el tiempo
de apertura y cierre del canal, resultando en la consecuente disminucién de la
subunidad NR2B (Llansola M et al., 2005). En la rata taiep al mes de edad, los
niveles de la subunidad 2B del receptor de NMDA se encontraron

sobreexpresados.

Se ha demostrado que la regulacion positiva de esta subunidad en edades
mayores provoca excitotoxicidad y dafio neuronal, tal como reporta Flores Soto
en pacientes con la enfermedad de Huntington (Flores-Soto ME et al., 2012).
Esto concuerda con lo reportado por Fuller y colaboradores, los cuales

sugieren que una disminucién en la expresion de la subunidad 2B puede tener



un efecto neuroprotector que se estaria llevando a cabo a través de la
fosforilacion de la subunidad causando la inhibicion del receptor (Fuller Pl et al.,
2006; Hashimoto R et al., 2002; Snyder EM et al., 2005).

En resumen, la regulacion positiva de la subunidad 2B del receptor NMDA
se ha asociado con Huntington y ELA (Flores-Soto ME et al.,, 2012),
participando en un proceso de excitotoxicidad y se sugiere que su disminucion
tiene un efecto neuroprotector (Fuller Pl et al., 2006).

Otro transcrito que en este modelo se ve afectado es el receptor
ionotrépico de KA, Grikl o GluK5, presente en axones que participan en vias de
sefializacion relacionadas con la liberacion de Ca?*, (OQuardouz M et al., 2009).
En la terminal presinaptica la activacion de estos receptores genera el
intercambio de Ca?* por K*, lo que provoca la disminucién del potencial de accién
causando la apertura del canal con la consecuente activacion de proteinas G,
ejerciendo un papel metabotrépico no candnico y regulando asi la liberacion de
Glutamato (Falcon-Moya R et al., 2019) de manera positiva 0 negativa,
participando en la modulacion de la excitabilidad de las redes neuronales. En la
terminal postsinéptica, este receptor participa en la excitabilidad neuronal y la
plasticidad sinaptica (Bonfardin VD et al., 2012).

En la rata taiep, el receptor de Kainato GIuK5 se encontré regulado
negativamente afectando su funcion, esta regulacién negativa del transcrito KA
inhibe la recaptura de Glu presinaptico y la activacion del receptor postsinaptico
involucrado en la plasticidad sinaptica excitatoria neuronal (Jin LE et al., 2018).
Se ha demostrado que el aumento de Ca?* causa degeneracién axonal, cuando
incrementa la concentracién intracelular (Ouardouz M et al., 2009). En estudios
relacionados con EM se reporta una gran cantidad de este receptor en los sitios
de lesion y su aumento esta relacionado con dafio ocasionado en la barrera

hematoencefalica (Newcombe J et al., 2008).

Los ultimos receptores de Glutamato afectados en la rata taiep fueron los
metabotropicos GIuR2 y GIuR3 que se encontraron regulados negativamente.
Estos receptores se encontraron en la terminal presinaptica, en la postsinaptica
y Unicamente el mGIuR3 se ubica en células gliales. En la terminal postsinaptica

mediante la activacion de proteinas G estos receptores inhiben a la Adenilato



ciclasa, en este modelo, al estar regulados negativamente esta inhibicion no se
llevaria a cabo afectando la excitabilidad neuronal y la plasticidad sinaptica. En
patologias como la Ataxia cerebelosa paraneoplasica estos receptores estan
altamente expresado sugiriendo una actividad neuroprotectora al regular la
excitabilidad neuronal (Ruiz-Garcia R et al., 2020). Girardi y colaboradores en
el 2007 usaron el acido 3-mercaptopropiénico (MP) como inductor convulsivo y
a la ciclopentiladenosina (CPA) para inducir ataques epilépticos en ratas, durante
los ataques los niveles de mGIuR2/3 en el cerebelo aumentaban, sugiriendo que
una regulacién positiva de estos receptores puede causar un efecto
neuroprotector y/o un efecto apoptotico (Girardi ES et al., 2007). Sin embargo,
hay controversia con otros autores donde los agonistas de estos receptores
disminuian las convulsiones (Jacobson KA et al., 1996); (Boeck CR et al.,
2005). Respecto a nuestro mutante, la rata taiep a esta edad no estaria
involucrada en el proceso epiléptico (presente a los 3-11 meses de edad,
Holmgren B et al., 1989), pero podria ser un indicio de que ocurre en edades

posteriores al mes de edad.

En la terminal presinaptica, estos receptores fungen como
autorreceptores, inhibiendo la adenilato ciclasa e impidiendo el vaciado del
contenido vesicular de glutamato, ejerciendo un efecto neuroprotector, anti-
apoptoético y disminuyendo la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Bratek-Gerej E et al., 2021). Esto puede deberse a un mecanismo de
retroalimentacion negativa, en el que la disminucion de glutamato a nivel
presinaptico tiene un efecto benéfico en condiciones patoldgicas (Girardi ES et
al., 2007). Sin embargo, en el caso de la regulacion negativa de estos receptores
gue presenta la rata taiep, la liberacion de glutamato no estaria regulada, este
hallazgo podria sustentar lo reportado por Fuenzalida, donde el tono

glutamatérgico se ve aumentado en el mutante taiep (Fuenzalida M et al., 2009).

Finalmente, Unicamente el receptor mGIlu3 se encuentra en células
gliales, principalmente en el astrocito, donde permanece estable desde el
nacimiento hasta la etapa adulta (Sun W et al., 2013). Aqui, el mGIuR3 participa
en la produccion de factores de crecimiento y también regula la recaptura de Glu
de la hendidura sinaptica permitiendo su transformacion a glutamina que sera

devuelta a la terminal presinaptica de la neurona (Bruno V et al., 1997).



En ratas neonatas, Zinni y colaboradores encontraron que el receptor
MGIUR3 normalmente disminuye el proceso inflamatorio regulado por la
microglia (Zinni M et al., 2021). En modelos que presentan enfermedades
neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) (Berger JV et
al., 2012), Esquizofrenia y EM mostraron que los astrocitos cercanos al sitio de
lesion presentaban una regulacion positiva de mGIuR3 (Planas-Fontanez TM et
al., 2020), con estos estudios se ha establecido el papel del mGIuR3 como
mediador neuroprotector en la sinapsis tripartita (D'Antoni S et al., 2008). En
nuestro modelo este receptor presenta una regulacién negativa, sugiriendo que
al mes de edad la regulacién negativa de mGIluR3 podria aumentar el proceso
inflamatorio, sin embargo, se deben realizar mas estudios para comprobar este

hallazgo.

La regulacion negativa del receptor mGIuR2 estaria asociada a una
alteracion principalmente presinaptica, esto aumentaria la liberacion de
Glutamato. Por otro lado, la regulacion negativa de mGIuR3 mostraria una menor
participacion como receptor glial en prolongaciones de astrocitos, y en la terminal
postsinaptica de espinas en la corteza cerebral conllevando a una concentracion

mayor de glutamato en el espacio sinaptico (Jin LE et al., 2018).



Sinapsis GABAérgica

Los resultados del microarreglo y el andlisis Z-score, mostraron la

alteracion de tres transcritos relacionados con GABA, uno de ellos presentaba

una regulacion negativa y los dos restantes una regulacion positiva (Tabla 6).

Estos transcritos fueron analizados mediante la plataforma KEGG que los

relaciono con la sinapsis GABAérgica (Figura 11).

Tabla 6. Transcritos relacionados con GABA regulados positiva y negativamente

Gabrrl; gamma-aminobutyric acid (GABA)

receptor, rho 1 e
Gabrd; gamma-aminobutyric acid (GABA) A

29689
receptor, delta
Gad2: glutamate decarboxylase 2 (EC:4.1.1.15) 24380
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Figura 11. Sinapsis GABAérgica. Se muestran los transcritos con una regulacion negativa (circulo rojo) y positiva (circulo azul). GABAA y GABAC son
causantes de la hiperpolarizaciéon de la neurona postsindptica, disminuyendo la excitabilidad de la neurona, este receptor puede ser internalizado al endosoma
temprano y puede seguir dos vias: ser degradado o reciclado, en esta Ultima se dirigira hacia la membrana para ser reutilizado. Mapa obtenido y modificado

de KEGG.



El primer transcrito que se vio alterado en el microarreglo, correspondio a
Gad2 que, ubicado en la terminal presinaptica, codifica para la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD). Esta enzima se activa rapidamente en respuesta a una
mayor demanda de GABA y mediante la conversion de GABA a partir de
glutamato contribuye a la sintesis y al llenado vesicular de GABA participando
en su liberacion hacia la hendidura sinaptica (Kakizaki T et al., 2021). Este
transcrito presentd una regulacion positiva, o que sugiere que el medio intenta

compensar el exceso de glutamato al convertirlo en GABA.

Una vez que GABA es liberado a la hendidura sinaptica, activa 3 tipos de
receptores en la terminal postsinaptica, GABAA, B y C, que una vez activados
pueden desencadenar diversas respuestas fisiolodgicas. Especificamente GABAA
y GABAc participan en la hiperpolarizacion disminuyendo la excitabilidad. En
nuestros resultados encontramos regulada negativamente la subunidad rhol
(GABAp1 o p1) de GABAC, mientras que la subunidad delta del receptor GABAA

(GABROJ) se encontro regulada positivamente (Figura 11).

La distribucion de GABAp1, esta determinada por la regién y la etapa del
desarrollo, en el cerebro inmaduro las neuronas de la corteza expresan
principalmente esta subunidad, la cual participa en la migracion celular (Denter
DG et al., 2010), mientras que en las terminales de la retina (Zhang D et al.,
1995) y en las neuronas del hipocampo (Rozzo A et al., 2002) regula la
produccion, liberacion y accion glutamatérgica (Jones SM and Palmer MJ et al.,
2009). Sin embargo, pocos estudios se han enfocado en determinar el papel que
juega en tallo y cerebelo a edades tempranas donde, si bien estan presentes,
hay una baja expresion de estos (Mejia C et al., 2008), ademas de que no se ha

determinado del todo su funcion (Petriz et al., 2014).

Especificamente la subunidad GABR® de GABAA esta presente en la
region peri y extra sinaptica (Scheffer IE et al., 2005) del cerebelo participando
en la inhibicién ténica (Zhou L et al., 2019) regulando asi la excitabilidad
neuronal del cerebro (Brickley SG and Mody I, 2012). Este receptor que se
encuentra regulado positivamente, puede ser internalizado al endosoma
temprano y seguir una via de degradacion o ser reciclado a la membrana para

ser reutilizado (Leidenheimer NJ, 2008).



Se ha demostrado que en procesos patoldégicos como episodios de
epilepsia (Macdonald RL et al., 2010), esquizofrenia (Lewis DA et al., 2011) y
autismo hay un déficit en la neurotransmisiéon mediada por los receptores GABAA
debido a su sobreexpresion (Coghlan S et al., 2012). Ademas, esté relacionado
con el paso de CI, que se ha asociado con Epilepsia y catalepsia en modelos

biolégicos como la rata taiep (Eguibar JR et al., 2009).



Sinapsis Serotoninérgica

En el microarreglo realizado en la rata taiep, Unicamente se encontro
alterado un transcrito (HTR7) relacionado con el neurotransmisor Serotonina
(Tabla 7). Dicho transcrito fue introducido en la plataforma KEGG y se corroboré

su participacion en la sinapsis serotoninérgica (Figura 12).

Tabla 7. Transcrito relacionado con Serotonina regulado positivamente.

Regulacion Transcrito

Htr7; 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor
7

Positiva
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Figura 12. Sinapsis Serotoninérgica. Se muestra el Gnico transcrito alterado con una regulacion positiva (circulo azul). El receptor 5-HT7 estéd acoplado a una
proteina Gs que activa a la AC5 promoviendo la formacion de AMPc y la activacién de la proteina cinasa A (PKA), el cual tiene accidén negativa sobre GABAA,
teniendo una accion de regulaciéon de la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal tiene una accién positiva sobre Epac (Exchange protein directly
activated by cAMP) ligada a PLC, activando la sAPPa (soluble peptide APP) y promover neuroproteccion (Fields D and Mitchell G, 2017). Mapa obtenido y
modificado de KEGG.



En el SNC el receptor 5-HT7 de Serotonina se encuentra altamente
expresado en el hipotalamo, talamo, hipocampo y corteza cerebral (Sarkisyan
G and Hedlund PB, 2009; Leopoldo M et al.,, 2011), donde acoplado a
proteinas G participa en las sinapsis excitatorias (Tokarski K et al., 2003)
jugando un papel muy importante en la consolidacion de la memoria (Meneses
A, 2014) y la plasticidad sinaptica (Stiedl O et al., 2015).

En la rata taiep el receptor 5-HTR7 presenta una regulacion positiva (Fig.
12), aqui utiliza a la subunidad as de la proteina G (Gs) que activa a la AC, lo
gue aumenta el cAMP e induce la fosforilacion de la PKA (Zhou Z et al., 2016).
Mediante la activacion de esta proteina puede activar o inhibir a GABAA,
regulando asi de la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal
(Leidenheimer NJ, 2008). También ejerce una accidén positiva sobre Epac
(Proteina de intercambio activada directamente por cAMP) (Fields D and
Mitchell, 2017), activando al sAPPa (péptido soluble de la proteina precursora
de amiloide Beta) participando asi en la neuroproteccion (Pimenova A et al.,
2014).

En condiciones patoldgicas este receptor se ha asociado con el estrés,
alteraciones del suefio, ritmo circadiano (Glass et al., 2003; Roberts AJ et al.,
2012), esquizofrenia (Nikiforuk A et al., 2013), depresion y Alzheimer (Solas M
et al., 2021; Wirth A et al., 2017). También se ha reportado que un aumento de
este receptor acoplado a la proteina G12, activa GTPasas de la familia Rho e
incrementa la formacién de espinas dendriticas, el alargamiento de neuritas
(Kvachnina E et al., 2005; Li YH et al., 2017) y previene la apoptosis (Soga F
et al., 2007).

En la rata taiep, Eguibar y colaboradores en el 2009 reportan que
agonistas de los receptores postsinapticos 5-HT2A y 5-HT2C modulan los
episodios de inmovilidad inducidos por agarre reduciendo su frecuencia y
duracion (Eguibar JR et al., 2009). Sin embargo, no se han realizado estudios
especificos del receptor 5-HT7 en el mutante taiep o en el tallo y cerebelo de

ratas jovenes.



Conclusiones parciales

Con los resultados obtenidos, podemos sugerir que la regulacion negativa
del transcrito de mGIuR3, causa un déficit en la regulacion de la liberacion de
glutamato en la terminal presinptica de la neurona y del astrocito perisinaptico,
sugiriendo su participacion en el incremento del tono glutamatérgico reportado
en la rata taiep al mes de edad. Esta regulacion en la neurona postsinaptica
podria contribuir a promover un efecto de plasticidad, pero seria disminuido por
la regulacion negativa de KA.

La regulacion positiva de NMDAR2b sugiere que este receptor es un

causante de la excitabilidad o neuroplasticidad de la neurona postsinaptica.

La sobreexpresion del transcrito Gad2 podria sugerir el intento del medio
por compensar el exceso del tono glutamatérgico de la hendidura sinaptica

presente en la rata taiep.

La regulacion positiva del receptor 5HT7 promoveria el incremento de
GABAAa ante la respuesta de excitotoxicidad y un mecanismo compensatorio con
una regulacion negativa de GABAc.

Conclusioén

La regulacion positiva y negativa de los transcritos de receptores para
neurotransmisores de Glutamato, GABA y Serotonina, podrian estar afectando
procesos como la plasticidad sindptica, excitabilidad, hiperpolarizacion y
liberacién de factores de crecimiento, lo que podria asociarse a la aparicion de

la incoordinacién motora en la rata taiep al mes de edad.



Perspectivas

Como perspectivas planteamos los siguientes trabajos de investigacion:

e

Correlacionar los transcritos obtenidos con patologias como la
Enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Huntington y Ataxia
espinocerebelar.

Evaluar los niveles de expresion de los transcritos modificados.

Evaluar los niveles proteicos de los receptores alterados.

Realizar tinciones inmunohistoquimicas para conocer la ubicacion de los
receptores.

Realizar cultivos celulares para conocer el tipo celular predominante en la

patologia.
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