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transporter
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RESUMEN

En los paises industrializados, los accidentes cerebrovasculares (ictus) son la
segunda causa de muerte e invalidez y su prevalencia aumenta con la edad. A
pesar de ello, la mayoria de los estudios experimentales se realizan en
individuos jovenes por lo que son necesarios mas estudios para comprender
como la edad modula la respuesta al ictus. La isquemia producida por el
accidente cerebrovascular es seguida de un proceso de reperfusion al
restablecerse el flujo sanguineo durante la cual se ponen en marcha
mecanismos que contribuyen al dafio cerebral. Aparte de la prevencion, los
principales mecanismos susceptibles de ser usados como dianas terapéuticas
son las moléculas implicadas en la excitotoxicidad y la respuesta inflamatoria
provocadas por la isquemia-reperfusion. La excitotoxicidad esta relacionada
principalmente con la sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos, pero
afecta a todo el sistema glutamatérgico, incluyendo a los transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAATS).

El objetivo de este estudio es analizar el papel de la edad en la respuesta a la
isquemia cerebral, para lo que se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 3 y 18
meses de edad en un modelo de isquemia global seguido de 48 horas de
reperfusion, analizandose adicionalmente el efecto producido por el agente
antiinflamatorio meloxicam. Para tener una medida de la actividad
transcripcional y de la expresion de algunos de los genes implicados en la
isquemia cerebral, se realizaron ensayos de PCR en tiempo real y de Western
blot. También se realizaron estudios de inmunohistoquimica para observar la

muerte neuronal retrasada y la respuesta inflamatoria.




Tras el proceso de isquemia-reperfusién se observé un descenso muy
significativo en la expresion de las subunidades NR1, NR2A y NR2B del
receptor glutamatérgico de NMDA en los animales de 3 meses y ese descenso
se atenud, o incluso se bloqued, en los animales de 18 meses. El mismo efecto
se observo para las subunidades GIuR1 y GIuR2 del receptor glutamatérgico
de AMPA. Por el contrario, la edad no atenud la transcripcion de la enzima
ADARZ2, responsable de la edicion Q/R de la subunidad GluR2. Sin embargo,
los EAATs presentaron respuestas transcripcionales diferentes en funcion de
su localizacion neuronal o glial. En este sentido, el transportador glial GLAST
mostré un incremento de su transcripcion correlacionado con el aumento de la
gliosis, mientras que el descenso de la transcripcién del transportador neuronal
EAAC1 estuvo en concordancia con la muerte neuronal retrasada. La
transcripcion del transportador GLT-1, que se expresa tanto en neuronas como
en células gliales, descendié de un modo similar al observado para EAAC1. La
respuesta inflamatoria también se atenud en los animales de 18 meses. El
tratamiento con meloxicam dio lugar a una atenuacion o bloqueo de la
respuesta transcripcional a la isquemia en todos los genes estudiados, pero,
curiosamente, se observé una menor supervivencia de los animales sometidos
al dafio isquémico.

En este trabajo se concluye que la “parada transcripcional” de varios
genes del sistema glutamatérgico actua como un mecanismo protector frente al
dafo excitotdxico inducido por la isquemia-reperfusion. Este mecanismo sufre
una atenuacion dependiente de la edad que podria explicar la mayor mortalidad
inducida por la isquemia, lo que se pone muy claramente de manifiesto en los

animales 18 meses sometidos al tratamiento con meloxicam. La respuesta a la




isquemia del transportador GLT-1 parece ser mas dependiente de cambios
neuronales que gliales, a pesar del incremento de la gliosis. Las diferencias en
los niveles de expresion y/o transcripcion de algunos de los genes estudiados
podrian explicar parcialmente la vulnerabilidad diferencial observada entre el
hipocampo y la corteza cerebral, pero no explicarian la vulnerabilidad
diferencial de las distintas areas hipocampales. Nuestros datos apoyan la
hipotesis de que existen cambios en la permeabilidad al calcio como respuesta
a la isquemia-reperfusion, aunque estos cambios tampoco explican
completamente la vulnerabilidad diferencial asociada a la edad o las diferentes

areas encefalicas.




SUMMARY

Stroke is the second cause of death and disability in industrialized countries and
its prevalence increases with age. Despite these facts, most experimental
studies are conducted in young animals and further studies on the age effect
are needed to find out how age modulates the response to stroke. Stroke leads
to ischemia in the area affected, which is followed by reperfusion when blood
flow recovers, and some of the responses elicited during this process also
contribute to the cerebral damage. Apart from prevention, the main mechanisms
that can be used as therapeutic targets to palliate the effects of stroke are the
excitotoxicity and the inflammatory response elicited by ischemia-reperfusion.
Excitotoxicity is mainly related to the glutamatergic receptor overactivation but
the whole glumatergic system is involved, the membrane transporters playing
an important role in the response to ischemia.

A global ischemia model followed by a 48 hour reperfusion was used to
carry out this study. Assays were conducted in both 3-month-old and 18-month-
old Sprague Dawley rats. Additional assays were performed by treating animals
with the anti-inflammatory agent meloxican following the ischemic damage.
Assays of real time PCR and Western blot were carried out for measuring the
gene transcriptional activity and their expression  respectively.
Immunohistochemical assays were also performed to see delayed neuronal
death and the inflammatory response.

NMDA glutamatergic receptor, NR1, NR2A and NR2B subunit expression
strongly decreased following the ischemia-reperfusion in young animals and the

decrease was attenuated or even blocked in aged animals. The same effect




was observed in AMPA glutamatergic receptor, GIuR1 and GIuR2 subunits. In
contrast, no age-dependent attenuation in the transcriptional activity was found
for the enzyme ADAR2, which is responsible for the Q/R GIuR2 edition. In
contrast, glutamatergic transporters presented different transcriptional
responses related to their neuronal or glial character. The glial transporter
GLAST increased in agreement with the increase in the gliosis while the
neuronal transporter EAAC1 decreased consistently with the delayed neuronal
death. GLT-1, a transporter expressed in both glial and neuronal cells,
decreased in a similar way to EAAC1. The inflammation elicited by ischemia
reperfusion was also attenuated in aged animals. The treatment with meloxicam
resulted in an attenuated or blocked response to ischemia-reperfusion in all the
genes studied and, interestingly, led to a decrease in the survival of the injured
animals.

We conclude that a "transcriptional arrest" in a number of glutamatergic
system genes acts as a protective mechanism against the excitotoxicity induced
by ischemia-reperfusion. The age-dependent attenuation of this "transcriptional
arrest" might account for the age-increased ischemia-induced mortality
evidenced in animals treated with meloxicam. The response of the transporter
GLT-1 seems to be dependent on neuronal rather than glial changes in spite of
the gliosis increase. Differences in the expression levels or transcriptional levels
of some genes studied may partially account for the different vulnerability
between cerebral cortex and hippocampus, but fail to explain the differential
vulnerability in the hippocampal areas. Our data give additional support to the

hypothesis of changes in the Ca®* permeability in response to ischemia-




reperfusion, although it does not completely explain differences in the age-

dependent and area-dependent vulnerability.
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INTRODUCCION

ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

El accidente cerebrovascular, también conocido como ictus, es un
episodio agudo caracterizado por la disminucién brusca del aporte sanguineo a
un area del cerebro que da lugar a una pérdida de la funcion neuroldgica
(Donnan et al., 2008). El ictus es una de las amenazas mas graves para la
salud. Sucede con mayor frecuencia en personas mayores con factores de
riesgo y la afectacion de areas especificas del cerebro puede generar
hemiplejia, paralisis facial o afasia entre otras. Aun no existe un tratamiento
efectivo para esta enfermedad y los procedimientos terapéuticos que se han
realizado hasta ahora utilizando drogas neuroprotectoras para el tratamiento
del accidente cerebrovascular agudo no son muy satisfactorios (Fisher vy

Bastan 2008; Gorelick 2002).

Epidemiologia

En las sociedades industrializadas, como consecuencia de la mayor
esperanza de vida, ha aumentado la incidencia de accidentes
cerebrovasculares hasta convertirse en la causa directa de muerte del 10% de
la poblacién general. Otro 10% de fallecimientos se ha vinculado a secuelas y
complicaciones posteriores al infarto cerebral (Pujadas et al., 2005). La
Organizacion Mundial de la Salud estima el promedio mundial de incidencia del
accidente cerebrovascular en 200 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y
una prevalencia de 500-800 casos por cada 100.000 habitantes al afio

(Balmaseda et al., 2003; Bonita 1992). Sin embargo, existen marcadas
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diferencias entre paises. Los del norte de Europa presentan incidencias mas
elevadas (por ejemplo, Finlandia, con 270 casos nuevos por cada 100.000
habitantes/afo) que los paises del sur de Europa (por ejemplo, Italia o Portugal,
con 100 casos nuevos por cada 100.000 habitantes/afio). En Espafa, el
accidente cerebrovascular constituye la primera causa de muerte en las
mujeres y la segunda en los varones, por detras del infarto de miocardio
(Balmaseda et al., 2003; INE, 2008), y supone un coste sanitario importante
(Hervas-Angulo et al., 2006), ya que mas de la mitad de los pacientes con
accidente cerebrovascular quedan discapacitados o fallecen (Prieto-Arribas et
al., 2008). Ademas, constituye la causa mas importante de invalidez
permanente por las secuelas que deja en los supervivientes (Gil de Castro y
Gil-Nunez 2000). La incidencia global de ictus en Espafia se estima que puede
oscilar entre 120-350 casos por 100.000 habitantes/ano, pero las tasas se
multiplican por 10 en la poblacion mayor de 75 afios de edad. Ademas, entre
un 5y un 11% de la poblacion mayor de 65 anos refiere antecedentes clinicos

de ictus (Diaz-Guzman et al., 2008).

Etiologia

Las causas del accidente cerebrovascular pueden ser muy diversas, pero
las mas frecuentes son el estrechamiento gradual (ateroesclerosis), la oclusion
subita (trombosis), la microembolia en vasos de pequefio calibre o la
hipertension intracraneal (Hossmann 1982). En muchos casos, la causa es la
formacion de trombos sobre lesiones arterioscleréticas preexistentes

(aterotrombosis) en las grandes arterias cervicales o intracraneales. Otras
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causas pueden ser arteritis, diseccion arterial, y diversos trastornos genéticos y
hematolégicos (Hossmann 1994).

Se consideran dos tipos de accidentes cerebrovasculares, de tipo
isquémico (85%) o de tipo hemorragico (15%). El ictus de tipo isquémico se
produce al obstruirse alguna de las arterias que proporcionan sangre al
cerebro, lo que reduce o interrumpe el flujo de sangre a una parte del mismo.
Cuando la isquemia cerebral da lugar a una pérdida celular irreversible con
lesion destructiva localizada, se denomina infarto cerebral (Garcia 1984). Las
causas mas comunes en este tipo de accidentes son la formacién de coagulos
de sangre en alguna de las arterias que irrigan el cerebro, la estenosis arterial o
el embolismo (ya sea sdlido, liquido o gaseoso). El segundo tipo de accidente
cerebrovascular es hemorragico, también se denomina apoplejia, y esta
originado por la rotura de un vaso sanguineo encefalico. Las hemorragias
subaracnoideas se producen cuando es afectada una de las grandes arterias
que irrigan el cerebro y constituyen el 5% de todos los accidentes
cerebrovasculares. Cuando la hemorragia se produce en el parénquima
nervioso se denomina hemorragia intracerebral. Las causas mas frecuentes de
hemorragia cerebral son la hipertension arterial y los aneurismas cerebrales

(Donnan et al., 2008; Wolf et al., 1992).

Factores de riesgo

Hay diversos factores de riesgo que aumentan las probabilidades de sufrir
un ictus, aunque en muchos casos se puede evitar mediante la atencion
médica y cambios sencillos en el estilo de vida. De este modo, los factores de

riesgo se clasifican en controlables (aquellos que pueden ser mantenidos bajo
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control mediante dieta, supervision médica, ejercicio, medicacion, etc.) e
incontrolables (aquellos que no se pueden evitar). Entre los factores de riesgo
controlables se encuentran la hipertension arterial (por encima de 140/90 mm
Hg), cardiopatias de alto riesgo de embolia, aterosclerosis, diabetes mellitus,
accidente isquémico transitorio, tabaquismo, alcoholismo o sedentarismo. Los
factores de riesgo incontrolables son la edad, el sexo (mayor prevalencia en
hombres, aunque la mortalidad sea mas alta en mujeres), factores genéticos
(antecedentes familiares), raza, geografia o clima (Lainez y Santoja 1999; Gil

de Castro y Gil-Nunez 2000).

ENVEJECIMIENTO Y ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

El envejecimiento se asocia con un declive de los sistemas locomotor,
sensorial y cognitivo (Clayton et al., 2002; Grady y Craik 2000; Mesches et al.,
2004; Navarro et al., 2005) que conlleva cambios morfoldgicos, neuroquimicos
y conductuales significativos (He et al., 2005; He et al., 2006; Sutherland et al.,
1996). La edad es uno de los principales factores de riesgo en el accidente
cerebrovascular (Ay et al., 2005; Baltan et al., 2008; Barnett 2002; Broderick
2004; Schaller 2007; Seshadri et al., 2006), ya que aumenta su prevalencia
(Barnett 2002; Muntner et al., 2002; Sutherland et al., 1996; Suzuki et al., 2003;
Vellai 2009) y hace del ictus una de las principales causas de muerte e
invalidez en ancianos (Davis et al., 1995; Suzuki et al., 2003; Taoufik y Probert
2008). Las estrategias neuroprotectoras que han tenido éxito en los modelos
animales, no han dado buenos resultados clinicos en ancianos (Petcu et al.,
2008). Se ha senalado que una posible explicacidon sobre la discrepancia entre

los estudios experimentales y los ensayos clinicos puede ser el papel que
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juega la edad en la recuperacion tisular tras un episodio isquémico, ya que con
la edad se incrementa la transformacion del tejido isquémico a tejido infartado
(Ay et al., 2005). La mayoria de los estudios se realizan en individuos jovenes
(Davis et al., 1995) los cuales no proporcionan un buen modelo de los efectos
del ictus en el tejido neural de los individuos de edad avanzada (Brown et al.,
2003; Markus et al., 2005; Popa-Wagner et al., 1998; Wang et al., 1995), ya
que procedimientos equivalentes en la induccidon de isquemia producen menos
dafio en los adultos jovenes que en los adultos de edad avanzada (Ay et al.,
2005). Por este motivo, las diferencias relacionadas con la edad en la
patofisiologia de la isquemia cerebral deben de ser tenidas en cuenta en el

tratamiento de la misma (Baltan et al., 2008).

ISQUEMIA CEREBRAL

En todos los accidentes cerebrovasculares se produce la denominada
isquemia cerebral, que se define como la reduccion del flujo cerebral sanguineo
(FSC) desde niveles fisioldgicos (50-55 mI/min/100 g de tejido) hasta niveles
que son insuficientes para mantener en condiciones normales el metabolismo y
funcionamiento de las células cerebrales. Cuando el descenso impide
totalmente el aporte sanguineo al cerebro, por ejemplo, como consecuencia de
una parada cardiaca, se define como isquemia cerebral global. Cuando la
reduccion del flujo sanguineo se produce en un area cerebral limitada, irrigada
por una determinada arteria cerebral, se define como isquemia cerebral focal
(Brouns y De Deyn 2009). En la isquemia cerebral focal se produce una zona
hipoperfundida que queda dafada rapida e irreversiblemente (nucleo

isquémico), en la que el FSC disminuye a 10 mlI/min/100 g de tejido, y una zona
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circundante, denominada zona de penumbra isquémica, en la que el dafo
neuronal es en muchos casos reversible ya que, a pesar de la reducciéon del
FSC (10-25 ml/min/100 g de tejido), éste aun es suficiente para el
mantenimiento funcional de las neuronas (Baron 1999; Dirnagl et al., 1999;
Lipton 1999; Markus et al., 2004; Nagesh et al., 1998; Obrenovitch 1995; Read

et al., 1998).

LA CASCADA ISQUEMICA

Con el término cascada isquémica se incluyen una serie de procesos
neuroquimicos desencadenados por la isquemia cerebral entre los que pueden
destacarse el fallo bioenergético, seguido de la excitotoxicidad, el estrés
oxidativo, la disfuncion de la barrera cefalorraquidea, la inflamacién post-
isquémica y la muerte celular de neuronas, glia y células endoteliales (revisado
por Brouns y De Deyn 2009). A continuacion se explicara en detalle esta
cascada multifactorial en la que cualquier proceso de la misma puede ser
causa o consecuencia de cualquiera de los otros procesos de la cascada.

La isquemia cerebral se inicia con un descenso o pérdida repentina del
riego sanguineo en un area del cerebro, provocando una disfuncion
neurologica de la misma (Donnan et al., 2008). Tras el restablecimiento del
riego sanguineo (reperfusion), el dano cerebral continia durante horas, o
incluso dias, debido a la aparicion de alteraciones bioquimicas vy
fisiopatolégicas importantes que dependen en gran medida de la intensidad y
de la duracion del dafo producido. Ademas, aunque la restauracion del riego

sanguineo en el tejido isquémico es critica para que éste pueda seguir
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funcionando, paradéjicamente se produce un dafo secundario debido a esta

reperfusion (Brouns y De Deyn 2009).

El fallo bioenergético

El tejido cerebral requiere altos niveles de oxigeno y glucosa para su
correcto funcionamiento, los cuales se ven reducidos durante el episodio
isquémico afectando al sistema de produccion de energia de la célula (Brouns
y De Deyn 2009). Tras el inicio de la isquemia, los sistemas de transporte
activo (bombas de calcio, sodio y potasio) continuan funcionando durante un
tiempo, lo que permite mantener la concentracion de calcio libre intracelular en
niveles fisiolégicos (100 nM) (Banasiak et al., 2000; Brini y Carafoli 2000), asi
como el potencial eléctrico y los gradientes idnicos (Banasiak et al., 2000;
Dirnagl et al., 1999). Esto conduce a una disminucion de las reservas de
energia intracelular, con un rapido descenso de los niveles del ATP
almacenado (Lee et al., 1999; Lipton 1999; Sweeney 1997; White et al., 2000).
Cuando los sistemas de transporte activo dejan de funcionar se produce una
entrada masiva de Ca** al espacio intracelular y la pérdida del gradiente i6nico
que llevan a la despolarizacion de neuronas y glia (Katsura et al., 1994; Martin
et al., 1994). Esta despolarizacion activa los canales de calcio dependientes de
voltaje (CCDV) y provoca la liberacion de aminoacidos excitatorios, como el
glutamato, en el espacio extracelular. Dado que la recaptacion presinaptica de
estos aminoacidos excitatorios es un proceso dependiente de energia (Nicholls
y Attwell 1990), el glutamato se acumula en el espacio extracelular tanto por el
aumento en la liberacion como por la falta de recaptacion (Brouns y De Deyn

2009).
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La falta de oxigeno producida durante el episodio isquémico lleva a una
acidificacién intracelular con niveles de pH de 6,4-6,7, debido a la acumulacién
de lactato producido en la glucolisis anaerobia (Brouns et al., 2008; Kagansky
et al., 2001; Nicoli et al., 2003; Schneweis et al., 2001). Los niveles de lactato
elevados aumentan el dano celular (Brouns et al., 2008; Dohmen et al., 2007;

Uyttenboogaart et al., 2007).

Excitotoxicidad

Como consecuencia de la isquemia se produce muerte por necrosis, una
forma de muerte celular asociada con el dafio de la membrana plasmatica y
con edema citotoxico. El proceso de necrosis se produce en un intervalo de
tiempo muy corto, de minutos (Back 1998). Las células al morir vierten en el
espacio extracelular aminoacidos excitatorios, especialmente glutamato. Esto
produce la sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos de AMPA (Acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico), kainato y NMDA (N-metil-D-
aspartato), con la consecuente entrada de iones Na*, CI"y Ca*" a través de los
canales de estos receptores provocando el dafio o muerte celular, que a su vez
da lugar a la liberaciéon de mas aminoacidos excitatorios extendiendo el dafio a
otras neuronas. Este fendomeno se conoce como excitotoxicidad (Chen et al.,
2008; Dirnagl et al., 1999; Meldrum et al., 1985; Meldrum 2000; Mongin 2007) y
amplifica el proceso iniciado por la isquemia. El aumento en los niveles de Ca**
dentro de la célula inicia una serie de procesos citoplasmicos y nucleares, entre
los que cabe destacar la generacion de radicales libres y la activacion de
enzimas dependientes de calcio (enzimas proteoliticas, fosfolipasas, calpainas,

endonucleasas, ATPasas, ciclooxigenasas y oxido nitrico sintasas). Esto
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produce dafo celular que puede desembocar en necrosis (Brouns y De Deyn
2009).

Las cascadas de senfalizacion activadas como consecuencia de la
excitotoxicidad también inician otro proceso que contribuye al dafio isquémico,
la inflamacion post-isquémica (Brouns y De Deyn 2009), que se describira mas
adelante. Ademas, la entrada pasiva de agua como consecuencia de la entrada

de iones en las células, da lugar a edema citotdxico (Furukawa et al., 1997).
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Figura 1: Cascada isquémica. El potencial de accion llega al terminal presinaptico (1)
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despolarizando la membrana plasmatica lo que activa canales de calcio dependientes de
voltaje (2). La entrada de calcio induce la liberacion de glutamato a la hendidura sinaptica (3).
El glutamato (4) activa receptores de AMPA (5), despolarizando a las neuronas postsinapticas
lo que desbloquea (6) y permite la activacion (7) de los receptores de NMDA. La entrada
masiva de calcio (8, 9, 10) activa diversas enzimas (11, 12, 13) y conduce a la formacion de
radicales libres (14), estrés oxidativo y disfuncion del metabolismo mitocondrial, con el
consiguiente fallo energético (15) y muerte neuronal. (Imagen modificada de Camacho vy

Massieu 2006).
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El estrés oxidativo

Durante la isquemia cerebral se producen mas radicales libres de los que
la capacidad antioxidante de la célula es capaz de neutralizar, dando lugar al
denominado estrés oxidativo. Estas especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno participan como mediadores del dafio tisular en el proceso isquémico
agudo (Brouns y De Deyn 2009), ya que inactivan enzimas, liberan iones calcio
desde los compartimentos intracelulares, desnaturalizan proteinas o participan
en la peroxidacion lipidica, las lesiones del citoesqueleto, el dafio del ADN y de
la funcidn mitocondrial. El estrés oxidativo grave es el responsable de la muerte
celular por necrosis, mientras que la oxidacidn moderada desencadena la
apoptosis (Evans y Cooke 2004; Liu et al., 1996), un tipo de muerte celular que
se encuentra regulado genéticamente (Choi 1996; Johnson y Deckwerth 1993;
Martin et al., 1998; Namura et al., 1998). El predominio de un tipo u otro de
muerte celular viene determinado por diversos factores, como el grado de
isquemia, la madurez celular, la concentracién de Ca?* libre intracelular y el
microambiente celular (Choi 1995; Lee et al., 1999; Leist y Nicotera 1998). En
general las células localizadas en el nucleo isquémico moriran por necrosis,
una parte de las células de la zona de penumbra podran recuperarse (Back
1998) y otras moriran por procesos apoptoticos que pueden ocurrir incluso
varios dias después de la isquemia (Banasiak et al., 2000; Dirnagl et al., 1999;
Lipton 1999). Se ha denominado muerte neuronal retrasada a la muerte
producida varios dias después de la isquemia global o focal (Hata et al., 2000;
Kerr et al., 1972), y se ha descrito en ciertas regiones consideradas vulnerables
como el area CA1 (Cornu Ammonis 1) del hipocampo (Davolio y Greenamyre

1995; Kirino 1982; Kowalczyk et al., 2009; Yang et al., 2000). La susceptibilidad
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del tejido cerebral al estrés oxidativo es muy alta debido a la presencia en las
neuronas de altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, su elevado
metabolismo oxidativo y sus bajos niveles de defensas antioxidantes (Coyle y
Puttfarcken 1993), lo que dificulta su supervivencia (Chan 2001; Lewen et al.,
2000; Nita et al., 2001).

Ademas del dafo celular directo, el estrés oxidativo incrementa la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y modifica el flujo sanguineo
debido al efecto de los radicales libres en la vasoconstriccion y el incremento

de la formacién de agregados de plaquetas (Brouns y De Deyn 2009).

Disfuncion de la barrera hematoencefalica

El microambiente neuronal esta protegido por la integridad de la barrera
hematoencefalica. La rotura de la barrera hematoencefalica permite la difusion
de los componentes de la sangre al espacio intercelular del parénquima
cerebral. La extravasacion de moléculas de alto peso molecular provoca la
entrada de agua al espacio intercelular por 6smosis, lo que deriva en un edema
que aumenta la presion intracraneal (Brouns y De Deyn 2009). Ademas, la
pérdida de la barrera hematoencefalica facilita la migracion de células
inflamatorias que promueven la respuesta inflamatoria post-isquémica (del

Zoppo y Hallenbeck 2000).

Inflamacion post-isquémica

La inflamacion juega un papel muy importante en la patogénesis de la
isquemia cerebral, y varios autores han relacionado la progresion retrasada del
dafo inducido por la isquemia cerebral con un efecto inflamatorio post-

isquémico (Amantea et al., 2009; Barone y Feuerstein 1999; Chamorro y
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Hallenbeck 2006; Feuerstein et al., 1997; Rodriguez-Yanez y Castillo 2008). En
la inflamacion post-isquémica participan varios tipos celulares como las células
endoteliales, los astrocitos, las células microgliales y los leucocitos
(granulocitos, macrofagos y linfocitos). Las especies reactivas del oxigeno
activan a las células microgliales y a los astrocitos, lo cual inicia la reaccién
inflamatoria mediante la expresién de citoquinas (IL-1, IL-6, IL-10 TNF-a, TGF-
B y quimioquinas), moléculas de adhesion (selectinas, integrinas e
inmunoglobulinas), eicosanoides, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y otros
mediadores inflamatorios, que contribuyen al dafo neuronal (Brouns y De Deyn
2009; ladecola y Alexander 2001; Wang et al., 2007). Las células microgliales
(macréfagos residentes del sistema nervioso central) al activarse se
transforman en fagocitos, los cuales parecen jugar un papel fundamental en el
proceso isquémico ya que son reclutados a las zonas de muerte celular
(Abraham y Lazar 2000; Bendel et al., 2005b), donde liberan varias sustancias,
tanto citotéxicas como neuroprotectoras (Brouns y De Deyn 2009). El inicio de
la respuesta inflamatoria, como consecuencia de la activacion microglial por
medio de aminoacidos excitatorios como el glutamato y la migracion de
leucocitos, da lugar a un incremento del FSC regional promoviendo dafios en
astrocitos y oligodendrocitos (Alvarez-Diaz et al., 2007). La activacion microglial
se asocia con la expresion de una B-integrina de membrana (CD11b o Mac-1)
cuya expresidon aumenta considerablemente tras un proceso de isquemia
(Pforte et al., 2005), por lo que ha sido ampliamente utilizada como marcador
de inflamacién (Kim y de Vellis 2005; Yatsiv et al., 2005). Ademas, los
anticuerpos frente a esta proteina parecen tener un papel neuroprotector tras la

isquemia cerebral (Chopp et al., 1994).
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La cascada inflamatoria que sigue a la isquemia también incluye un
aumento en la expresidbn de varias enzimas como la fosfolipasa A2
(Muralikrishna Adibhatla y Hatcher 2006), la cual hidroliza glicerofosfolipidos
liberando acido araquidénico. El acido araquidonico se metaboliza a
prostaglandinas o leucotrienos por la accidn de las enzimas ciclooxigenasa 2
(COX-2) y lipoxigenasa, respectivamente (Brouns y De Deyn 2009). La
expresion de COX-2 aumenta tras la isquemia y la consiguiente generacién de
prostaglandinas e, incluso, de ROS tiene efectos téxicos (Kawano et al., 2006;
Manabe et al., 2004; Nogawa et al., 1997). Por otro lado, los leucotrienos
generados por la accion de la lipoxigenasa estan implicados en la disfuncion de
la barrera hematoencefalica, el edema y la muerte neuronal (Brouns y De Deyn

2009; Tomimoto et al., 2002).

El tratamiento antiinflamatorio

Los procesos inflamatorios pueden contribuir al dafio cerebral inducido
por la isquemia (Kriz 2006; Taoufik y Probert 2008) y, en ese aspecto, se ha
descrito que el uso de antiinflamatorios reduce este dafo (Antezana et al.,
2003; Cole et al.,, 1993; Mehta et al., 2007). Sin embargo, el papel de la
inflamacién en la isquemia cerebral es controvertido. De hecho, las células
activadas como consecuencia del dafo isquémico liberan gran variedad de
sustancias, muchas de las cuales son citotdxicas y/o citoprotectoras (Brouns y
De Deyn 2009), con lo que el uso de antiinflamatorios en el tratamiento de la
isquemia cerebral deberia de analizarse cuidadosamente.

La COX-2 es una de las enzimas que juegan un papel importante en la
evolucion del dafio isquémico (Nogawa et al., 1997; Nogawa et al., 1998). Uno

de los inhibidores de esta enzima mas utilizados es el meloxicam [4-hidroxi-2-
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metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina -3-carboxamida-1, 1-dioxida], un
agente antiinflamatorio no esteroideo usado tanto en la clinica humana como
en la clinica veterinaria. EI meloxicam tiene una vida media en plasma de
aproximadamente 20 horas y no se necesita ajustar la dosis en los individuos
envejecidos. Es eliminado tras ser biotransformado a cuatro metabolitos
farmacolégicamente inactivos, que pueden ser excretados por orina y/o heces

(Davies y Skjodt 1999; Gates et al., 2005).

Reperfusion

La restauracién del riego sanguineo, o reperfusion, puede reducir el
tamano de la zona infartada si se produce en un corto periodo de tiempo tras el
episodio isquémico (Schaller y Graf 2004). Sin embargo, y paraddjicamente, la
reperfusion puede incrementar el daino que sigue al proceso isquémico (del
Zoppo et al., 1998; Kidwell et al., 2001; Kuroda y Siesjo 1997). En varios
modelos animales de isquemia se ha sefalado que los cambios morfolégicos
indicativos del dano neuronal irreversible ocurren durante el periodo de
reperfusion (Kirino 1982; Pulsinelli et al., 1982). Las alteraciones de la
permeabilidad vascular durante este periodo parecen ser las causantes del
dafio por reperfusion (Dietrich 1994). Los leucocitos juegan un papel
fundamental en este proceso, ya que dafan el endotelio, obstruyen la
microvascularizacion y participan en la rotura de la barrera hematoencefalica.
Esto permite la infiltracidn leucocitaria en el tejido cerebral, donde los leucocitos
liberan citoquinas extendiendo la inflamacion (Pan et al., 2007). Las plaquetas
también participan en este dafo, ya que contribuyen a la liberacion de
mediadores bioquimicos del estrés oxidativo y la inflamacién (Chong et al.,

2001; Wong y Crack 2008; Zeller et al., 2005). Ademas, la rotura de la barrera
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hematoencefalica y la hiperperfusion post-isquémica pueden ocasionar edema

cerebral y hemorragia (Rosenberg et al., 2001).

EFECTO DE LA EDAD EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

Con la edad, aumenta la vulnerabilidad del tejido cerebral al dafo
producido por un episodio isquémico (Aliev et al., 2002; Sutherland et al.,
1996), en concordancia con la mayor activacion de las células gliales y de los
mediadores del proceso inflamatorio en los animales mas viejos (Floyd y
Hensley 2000; Roberts et al., 1997; Streit et al., 2008). Con la edad también
aumenta la expresion de los genes relacionados con el estrés celular y la
inflamacion, mientras que desciende la de aquellos relacionados con las
sinapsis, los factores de crecimiento y el mantenimiento tréfico (Lucin y Wyss-
Coray 2009). Ademas, estudios realizados en ratas de edad avanzada
muestran una aceleracion de la apoptosis post-isquémica, que conlleva una
mayor degeneracion y pérdida neuronal en estos animales (Petcu et al., 2008),
asi como una mayor acumulacion de los factores neurotéxicos que se liberan

tras la isquemia cerebral (Popa-Wagner et al., 1998).

NEUROTRANSMISION DE AMINOACIDOS EXCITATORIOS

La capacidad de excitar a las neuronas del sistema nervioso central
(SNC) mediante aminoacidos excitatorios se demostré por primera vez en 1959
(Robbins 1959). Estudios posteriores identificaron al L-glutamato como el
principal mediador de las respuestas excitatorias sinapticas rapidas en el SNC
de los vertebrados (Collingridge y Lester 1989). In vivo, la concentracion de L-
glutamato en la hendidura sinaptica es de aproximadamente 0,6 uM (Bouvier et

al., 1992) en situacion de reposo y alcanza valores por encima de 10 uM
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durante la transmisién sinaptica (1-2 milisegundos) (Clements et al.,, 1992).
Durante ese tiempo, el glutamato actua sobre receptores especificos, los
receptores de glutamato (GIuRs), y su efecto excitador desaparece cuando es
eliminado de la hendidura sinaptica mediante un sistema de transportadores de
alta afinidad, los transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS), que se
localizan en las membranas presinapticas y postsinapticas de las neuronas o

en las membranas de las células gliales adyacentes (Danbolt 2001).

TERMINAL
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ASTROCITO

GLN

NEURONA
POSTSINAPTICA

Figura 2: Neurotransmisién glutamatérgica. El glutamato (GLU) (1) sintetizado en el terminal
presinaptico se almacena (2) en vesiculas sinapticas hasta ser liberado (3) a la hendidura
sinaptica, donde activa los receptores glutamatérgicos (4). La transmision sinaptica finaliza
como consecuencia de la recaptacion del glutamato por transportadores especificos (5)
localizados en el terminal presinaptico y en los astrocitos, donde el glutamato es transformado

(6) de nuevo en glutamina. (Imagen modificada de Segovia et al., 2001).
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RECEPTORES DE GLUTAMATO

Se reconocen dos grandes familias de receptores glutamatérgicos segun
la naturaleza de la respuesta: los que median respuestas sinapticas rapidas
mediante la apertura de canales ibnicos, conocidos como receptores
inotropicos de glutamato (Watkins y Jane 2006), y los receptores
metabotropicos de glutamato, que se asocian a la formacion enzimatica de
segundos mensajeros que activan cascadas metabdlicas intracelulares (Ozawa
et al., 1998; Schoepp et al., 1999).

Los receptores glutamatérgicos ionotropicos son complejos heteroméricos
relativamente grandes compuestos por cinco péptidos individuales
(subunidades), cada una de Ilos cuales tiene varios dominios de
transmembrana. Las subunidades se agrupan formando un canal iénico en la
membrana que es altamente impermeable a iones en ausencia del
neurotransmisor (Zigmond et al., 1999). Su apertura se regula por la union de
ligandos especificos que provocan un cambio conformacional en el canal i6nico
permitiendo el paso de cationes especificos (Hollmann y Heinemann 1994;
Nakanishi 1992). Tradicionalmente, se han subdivido en tres subtipos segun su
afinidad por los agonistas AMPA, kainato y NMDA (Figura 3). En mamiferos se
han descrito 18 genes que codifican para las diferentes subunidades de los
receptores ionotropicos de glutamato (Dingledine et al., 1999), pero la
diversidad molecular de estos receptores se ve incrementada por fendmenos
como la maduracion alternativa y la edicion del ARN mensajero (ARNm)
(Ozawa et al., 1998).

Los receptores metabotropicos de glutamato estan formados por un unico

polipéptido de siete dominios de transmembrana al que se unen a proteinas G
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activando o inhibiendo enzimas que regulan la produccidn de mensajeros
intracelulares. Estos receptores también son regulados por la union de ligandos
(Gudermann et al., 1995). Se subdividen en tres grupos, como se muestra en la
Figura 3: Grupo I, en el que la activacién de los receptores da lugar a la
activacién de la fosfolipasa C, la cual induce un incremento en la concentraciéon
del inositol trifosfato intracelular y la movilizacién del calcio; Grupo I, cuyos
receptores controlan la liberacién de neurotransmisores, incluyendo glutamato,
acido y- aminobutirico (GABA) y 5-hidroxitriptamina (5HT); y Grupo Ill, cuyos
receptores inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, disminuyendo la
concentracion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular. EIl grupo |
se ha asociado, generalmente a respuestas excitatorias sinapticas, mientras
que los otros dos grupos se han asociado con depresion de la respuesta

sinaptica, inhibiendo la liberacién de glutamato (Watkins y Jane 2006).

RECEPTORES DE AMINOACIDOS EXCITATORIOS

receptores lonotropicos de glutamato receptores metabotrépicos de glutamato
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Figura 3: Clasificacion de los receptores de aminoacidos excitatorios. Varias subunidades
proteicas especificas se ensamblan para conformar los distintos tipos de receptores. (Imagen

modificada de Watkins y Jane 2006).
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Como se ha visto en los apartados anteriores, los receptores de glutamato
estan implicados en el inicio de la muerte neuronal debida a isquemia. A
continuacion, se revisaran en detalle los receptores ionotrépicos de NMDA y

AMPA, que son los que se estudian en este trabajo.

Receptores de NMDA

Los receptores de NMDA (NMDARSs) participan en una amplia variedad de
procesos fisioldgicos y patolégicos (revisado por Slikker et al., 2007). Entre los
procesos fisiolégicos podemos destacar el papel de estos receptores en la
transmision sinaptica excitatoria, el aprendizaje, la memoria (Ozawa et al.,
1998), el desarrollo neuronal (D'Souza et al., 1993) o la plasticidad sinaptica
(Meldrum y Garthwaite 1990). Estos receptores estan implicados en
neuropatologias agudas como el ictus (Beal 1992a; Beal 1992b) y en
neuropatologias crénicas como la enfermedad de Alzheimer (Cotman et al.,
1989), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y otras
enfermedades mentales como la esquizofrenia (Greenamyre y Maragos 1993;
Meldrum y Garthwaite 1990). Ademas, los receptores de NMDA juegan un
papel importante en la adiccion a las drogas o la percepcion del dolor (Dubner
2004; Nestler et al., 2001; VanDongen 2009).

Los NMDARSs poseen una alta permeabilidad al Ca** (MacDermott et al.,
1986; Mayer y Westbrook 1987) y a iones monovalentes como el Na* y el K*
(Ichinose et al., 2003), son bloqueados por Mg2+ extracelular en un proceso
dependiente de voltaje (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984; Wollmuth y
Sobolevsky 2004), y presentan una cinética de activacion/desactivacion lenta
(Lester et al., 1990). Cuando la célula se despolariza, se libera el Mg?* que

mantiene bloqueado al receptor (Hara y Snyder 2007), pero aun es necesaria la
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presencia de glicina como co-agonista del glutamato, para que estos
receptores puedan ser activados (Moriyoshi et al., 1991). Ademas, el
comportamiento del receptor puede ser modificado por la presencia de otras
moléculas en el espacio extracelular, como poliaminas y Zn** (Cull-Candy et

al., 2001).

Estructura del receptor de NMDA

Los receptores de NMDA de mamiferos son heterotetrameros formados
por distintas subunidades que estan codificadas por tres familias de genes:
NR1 o Grinl, NR2 o Grin2 y NR3 o Grin3 (Das et al., 1998; Dingledine et al.,
1999; Mori y Mishina 1995). Aunque pueden aparecer 8 variantes peptidicas
distintas debido a maduracion alternativa (Zukin y Bennett 1995), la familia NR1
deriva de un solo gen. La familia NR2 consta de 4 genes (designados A-D),
mientras que solo se han descrito dos genes (A y B) en la familia NR3
(VanDongen 2009). Algunas subunidades NR2 y NR3 también pueden sufrir
maduracién alternativa (Cull-Candy et al., 2001; Rafiki et al., 2000).

La presencia de la subunidad NR1 es esencial en los receptores de
NMDA funcionales, ya que contiene el sitio de uniéon a glicina. Las distintas
subunidades NR2, que contienen el sitio de uniéon a glutamato (Stephenson
2006), se ensamblan con la subunidad NR1. El predominio de una u otra
subunidad NR2 depende de la edad y de la region donde se localiza el receptor
(Monyer et al.,, 1994; VanDongen 2009). En este sentido, las subunidades
NR2B y NR2D predominan en el encéfalo neonatal, pero son sustituidas por las
subunidades NR2A y NR2C (en cerebelo) a lo largo del desarrollo (Akazawa et
al., 1994). El ensamblaje también puede producirse con las subunidades NR3,

aunque el papel de estas subunidades no esta claro (Stephenson 2006). Se ha
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sefalado también que las subunidades NR1/NR3 forman un nuevo tipo de
receptor que es excitado por glicina (Chatterton et al., 2002) pero que no
presenta corriente inducida por el glutamato (Nishi et al., 2001).

Cada subunidad esta formada por un dominio C-terminal intracelular, tres
dominios de transmembrana, una regiéon embebida en la membrana formando
una estructura en horquilla entre los dominios 1 y 3, y un dominio N-terminal
extracelular, que contiene dos secuencias (S1 y S2) que forman conjuntamente

el sitio de union al ligando (Villmann y Becker 2007).

@9 Dominio N-terminal

Dominio 52

Extracelular

Canal idnico cooH  Dominio C-terminal

Figura 4: Estructura de las subunidades del receptor de NMDA. Ver explicacion en el texto.

(Imagen tomada de Villmann and Becker 2007).

Cada subunidad cumple funciones especificas (Al-Hallaqg et al., 2007), de
modo que la composicién del receptor de NMDA determina sus propiedades
electrofisiologicas y farmacolégicas (Kutsuwada et al., 1992; McBain y Mayer
1994; Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992). Ademas, el receptor también
se ve afectado por el grado de fosforilacion de las subunidades (Chen y Roche
2007; Salter y Kalia 2004) asi como por su interaccion con proteinas

intracelulares (Wenthold et al., 2003).
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Receptores de AMPA

Los receptores de AMPA (AMPARSs) se distribuyen ampliamente por todo
el SNC, estando presentes tanto en neuronas como en células gliales
(Belachew y Gallo 2004). Esta amplia distribucion esta relacionada con el
importante papel de estos receptores implicados en la despolarizacion
postsinaptica y la transmisién sinaptica excitatoria rapida. Ademas, participan
en la formacion, mantenimiento y plasticidad de las sinapsis, por lo que su
disfuncion esta relacionada con diversos desordenes neurologicos (Greger et
al., 2007). Los AMPARs son canales permeables al Na*, aunque también
presentan cierta permeabilidad a cationes divalentes como el Ca** o el Zn**

(Ozawa et al., 1998).

Estructura del receptor de AMPA

Los AMPARs forman canales ionicos tetraméricos mediante el
ensamblaje de cuatro subunidades, GluR1-4, en la membrana plasmatica
(Borges y Dingledine 1998; Greger et al., 2007; Rosenmund et al., 1998; Wu et
al., 1996). Se cree que la estructura tetramérica esta formada por dimeros de
dimeros (Greger et al., 2007; Mayer 2006). A lo largo del encéfalo se han
observado distintas isoformas (Martin et al., 1993; Monyer et al., 1991; Sans et
al., 2003; Wenthold et al., 1996), siendo predominantes las subunidades GIluR1
y GIuR2 en hipocampo y corteza cerebral (Craig et al., 1993; Monyer et al.,
1991; Sans et al., 2003). La composicion del receptor le confiere propiedades
funcionales especificas (Kwak y Weiss 2006) y dicha composicion puede ser

modificada en respuesta a ciertas sefiales (Greger et al., 2007).
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Cada subunidad esta formada un dominio N-terminal extracelular, que
media la formacioén del dimero; un bucle extracelular, que esta implicado en la
formacion del tetramero; cuatro regiones hidrofobicas, tres de las cuales
atraviesan la membrana y la otra (TM2) se encuentra embebida en la misma
con una estructura de horquilla que participa en la formacion el poro del canal;
y finalmente un extremo C-terminal intracelular, con el que interaccionan varias
proteinas. El sitio de union del ligando lo constituyen una secuencia (S1) del
extremo N-terminal y otra secuencia (S2) del bucle extracelular (Ayalon et al.,

2005; Jiang et al., 2006).

P Figura 5: Estructura de las
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El ensamblaje del receptor tiene lugar en la membrana del reticulo
endoplasmatico. La maduraciéon del AMPAR asi como su transporte intracelular
y su funcién se encuentran sometidos a un control muy estricto (Chen et al.,
2000; Ellgaard y Helenius 2003; Ziff 2007), lo que determina el numero de
canales en las sinapsis (Greger et al., 2007). Ademas, el receptor puede ser
regulado por fosforilaciones, glicosilaciones y otras modificaciones post-

traduccionales (revisado por Jiang et al., 2006).
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Importancia de la subunidad GIuR2

La subunidad GIuR2 esta presente en la mayoria de los AMPARs (Greger
et al., 2002; Wenthold et al., 1996), aunque su expresion es menor que la de
GluR1 durante el desarrollo postnatal temprano (Monyer et al., 1991). La
importancia de la subunidad GIuR2 radica en que su presencia o ausencia
determina la permeabilidad al calcio del AMPAR. La primera evidencia en este
sentido proviene de estudios electrofisiolégicos con AMPARs recombinantes,
de forma que los AMPARs que contenian alguna subunidad GluR2 formaban
canales impermeables al calcio, mientras que aquellos que carecian de esta
subunidad permitian la entrada de calcio (Hollmann et al., 1991; Verdoorn et
al., 1991). Esta propiedad de la subunidad GIuR2 se atribuye a la presencia de
una carga positiva (generada por una arginina) en el poro formado por el
dominio TM2 (Burnashev et al., 1992; Hume et al., 1991). Pero esta arginina
(R) no se encuentra codificada genéticamente, sino que es debida a la edicion
post-transcripcional del ARNm (Burnashev et al., 1992). De este modo, el
codén que codifica para el aminoacido neutro glutamina (Q) en el exén 11 del
pre-ARNm, es editado por una adenosina desaminasa (ADAR2), que
transforma la adenosina en inosina (Rueter et al.,, 1995). La inosina es
identificada como una G durante la sintesis proteica, lo que finalmente origina
el coddn que codifica para la arginina (Greger et al., 2007; Higuchi et al., 1993;
Tanaka et al., 2000). Esta edicion del ARNm es especifica de la subunidad
GIuR2 y es muy eficiente, ya que casi el 100% del encéfalo de rata adulta

presenta esta subunidad GluR2 editada (Burnashev et al., 1992).

35



SR GluR2 G - Figura 6: La permeabilidad al calcio de los

+ * ~ + o~
() Na' Ca [Y NN N\ Na' Ca™ | '@ " receptores de AMPA es modificada por la

presencia de la subunidad GIuR2 en el

receptor. La subunidad GluR2 hace al receptor

impermeable al Ca” debido a la carga positiva

I I_|1|_I |I|:|I|- i C

que se genera en el poro del canal como

consecuencia de la edicion Q/R de GIuR2.

Ca**-impermeable Ca*-permeable

(Imagen de Pellegrini-Giampietro et al., 1997).

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

Los transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATs) son los
encargados de recaptar el glutamato liberado en la sinapsis, eliminando su
acciéon excitatoria y manteniendo su concentracién extracelular por debajo de
niveles neurotoxicos (Tzingounis y Wadiche 2007). Ademas de la recaptacion
de glutamato en células glutamatérgicas y gliales que se ha sefialado en la
Figura 2, los EAATs transportan el glutamato dentro de las células que
necesitan este aminoacido como precursor del neurotransmisor GABA (Berger

y Hediger 1998).

Caracteristicas funcionales

Los EAATSs tienen dos conformaciones, en una de ellas el sitio de union
del glutamato esta expuesto al entorno extracelular y en la otra, el sitio de unién
del glutamato es accesible desde el citoplasma. La interconversion entre estas
dos conformaciones permite la acumulacion intracelular de glutamato contra
gradiente en un proceso que requiere ATP (Kanner y Schuldiner 1987;
Tzingounis y Wadiche 2007). En este proceso, la actividad de los

transportadores depende de un gradiente electroquimico de Na® que es
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generado por ATPasas Na'/K* (Masson et al., 1999). La generacion de este
gradiente permite la entrada de una molécula de glutamato que se
contransporta con dos iones Na* y un H”, liberando simultaneamente al espacio
extracelular un K*. La recuperacion del gradiente de Na® tras la recaptacion del
glutamato requiere consumo de ATP por la ATPasa (Attwell et al., 1993;

Camacho y Massieu 2006; Szatkowski et al., 1990; Tzingounis y Wadiche

2007).
K* ATPasa Na+/K+
Transportador @
) _ [Na'] = 130 mM
Espacio extracelalar de membrana [K']=3 mM
f 'l'!' 1, 'l:; 1 é'I_;'l','l;l', t F LR _;'I‘,,; Ir-jlj ) IR R R Il,r. CEA R R T U R T U8 TR TR TR T I,F.;
Citoplasma [Na'} =15 mM
@[K‘] = 120 mM
JZ K*

Figura 7. Recaptacion del glutamato extracelular. La recaptacién de glutamato es un
proceso dependiente del gradiente electroquimico de sodio, que es mantenido por ATPasas

Na'/K* en un proceso que consume ATP. (Imagen modificada de Camacho and Massieu 2006).

Estructura y topologia

Los EAATs son homdmeros compuestos por tres subunidades, cada una
de las cuales contiene un sitio de unién a glutamato. Sus dominios N-terminal y
C-terminal son intracelulares y su topologia de transmembrana no esta aun
bien definida, habiéndose propuesto dos modelos. Ambos proponen 8 dominios
de transmembrana, pero difieren en los tipos de dominios situados entre las

regiones de transmembrana 6 y 8 (Shigeri et al., 2004b).
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Figura 8: Modelos propuestos de topologia de transmembrana de los EAATs. (Imagen

modificada de Shigeri et al., 2004a).

Subtipos

Durante los afios noventa se aislaron y caracterizaron distintos
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATs): EAAT1 o GLAST
(Glutamate/Aspartate Transporter) (Storck et al., 1992), cuyo ARNm tiene una
localizacion astroglial y ependimal (Berger y Hediger 1998); EAAT2 o GLT-1
(Glutamate Transporter-1) (Pines et al., 1992), cuyo ARNm se ha localizado
tanto en astroglia como en neuronas (Berger y Hediger 1998); EAAT3 o EAACA1
(Excitatory Aminoacid Carrier 1) (Kanai y Hediger 1992), cuyo ARNm se
localiza principalmente en neuronas (Rothstein et al.,, 1994); EAAT4, cuya
distribucion esta restringida al cerebelo (Fairman et al., 1995); y EAATS5, que se
ha detectado en fotorreceptores y en células bipolares de la retina (Arriza et al.,
1997). A diferencia de la restringida localizacion de EAAT4 y EAATS, los
transportadores EAAT1, EAAT2 y EAATS3 tienen una amplia distribucion en el
SNC, con niveles elevados en corteza cerebral, hipocampo y estriado
(Tzingounis y Wadiche 2007).

Mediante estudios en cultivos se ha demostrado que tanto las neuronas

como los astrocitos presentan una gran capacidad de recaptacion de glutamato
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(Drejer et al., 1982), aunque la astroglia parece ser primordial en la recaptacion
del glutamato en areas cerebrales con alta actividad glutamatérgica (Rothstein
et al., 1996; Schousboe y Divac 1979; Schousboe 1981). Los mismos astrocitos
coexpresan GLT-1 y GLAST (Chaudhry et al., 1995; Lehre et al., 1995), pero
dependiendo del tipo celular y del ambiente, la regulacion de estos
transportadores es diferente (Gegelashvili y Schousboe 1997). Esta regulacion
diferencial podria ser el resultado de la activacidon de distintas vias de
senalizacion (Berger y Hediger 1998). En este sentido, mediante estudios in
vitro se ha senalado que algunos factores neuronales solubles (como el dibutiril
AMPc, que mimetiza la influencia del co-cultivo de astrocitos con neuronas)
inducen la expresiéon de GLT-1, pero no la de GLAST, (Gegelashvili et al.,
1997; Swanson et al., 1997b).

El transportador EAAC1 se ha descrito como una proteina especifica de
neuronas (Bjoras et al., 1996; Kanai y Hediger 1992). La mayoria de las
neuronas, ya sean glutamatérgicas o0 no, expresan EAAC1,
independientemente de la regidn cerebral en la que se encuentren (Rothstein et
al., 1994). La amplia expresion de este transportador puede estar relacionada
con el importante papel del glutamato como intermediario en el metabolismo
celular y como precursor en la sintesis de GABA (Berger y Hediger 1998).

Al igual que en el caso de los receptores de glutamato, la actividad de los
EAATs también puede regularse mediante fosforilaciones, glicosilaciones,
factores neuronales solubles, interacciones con otras proteinas asi como con
algunas subunidades del NMDAR (Masson et al., 1999; Tzingounis y Wadiche

2007).

39



NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA EN LA ISQUEMIA

CEREBRAL

Se ha senalado que el uso de antagonistas del NMDAR puede reducir el
dafio ocasionado por la isquemia cerebral (Davis et al., 1995; Mehta et al.,
2007), lo que ha convertido a estos receptores en una de las principales dianas
de estudio. La neurotoxicidad del NMDAR (Sattler et al., 1999) viene
determinada por la formacidon de canales con gran permeabilidad al Ca®* que
se encuentran compuestos por subunidades NR1 y NR2 (Burnashev 1998). Se
ha descrito una mayor muerte celular cuando se expresan NMDARs que
contienen las subunidades NR2A y NR2B que cuando contienen las
subunidades NR2C y NR2D (Lynch y Guttmann 2002), por lo que parece que la
expresion de las subunidades NR2A y NR2B genera mas susceptibilidad al
dafio excitotdxico. Esta hipotesis es corroborada por datos in vivo procedentes
de ratones knock-out para la subunidad NR2A en los que la zona cerebral
infartada tras la isquemia es menos extensa que en ratones no modificados
genéticamente (Morikawa et al.,, 1998). Esta caracteristica excitotoxica de la
subunidad NR2A parece depender de su dominio C-terminal (Tymianski et al.,
1993), ya que la eliminacion de 400 aminoacidos en dicho extremo implica una
reduccion de la muerte celular (Anegawa et al.,, 2000). De hecho, en este
dominio se producen las interacciones con muchas de las proteinas
citoplasmicas que iniciaran la cascada isquémica (Kornau et al., 1995;
Scannevin y Huganir 2000).

Los AMPARs estan involucrados en el dafo excitotoxico debido a su
relativa permeabilidad al Ca®** (Ozawa et al., 1998; Stys 2004; Tekkok et al.,

2007). En condiciones fisiologicas, la presencia de la subunidad GIuR2 en los
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AMPARs impide la entrada de calcio. La extension en la que estan presentes
isoformas de AMPARs con esta subunidad podria explicar la mayor
vulnerabilidad a la isquemia de algunas estructuras. En este sentido, se ha
descrito que la isquemia cerebral origina una reduccion en la expresion de la
subunidad GIuR2 en los AMPARSs de las neuronas hipocampales del area CA1,
descritas como vulnerables al dafo isquémico (Dos-Anjos et al., 2009b;
Friedman et al.,, 2001; Gorter et al., 1997; Opitz et al., 2000; Pellegrini-
Giampietro et al., 1997). La ausencia de la subunidad GIuR2 permite la entrada
de iones Ca?/Zn®* (Hollmann et al., 1991) lo que puede desencadenar la
muerte neuronal (Soundarapandian et al., 2005), como se ha observado en
ratones knock-down para la subunidad GIuR2 (Oguro et al., 1999). A partir de
estos datos, en los anos 90, el grupo de Pellegrini-Giampietro propuso la
“hipdtesis GIuR2”, la cual sugiere que tras un dafo isquémico, la muerte
neuronal retrasada de las células piramidales de la vulnerable region
hipocampal CA1, podria deberse a una reduccion de la expresion de GIuR2 v,
por consiguiente, al incremento de la entrada de Ca** a través de los canales
del AMPAR (Pellegrini-Giampietro et al., 1997). Varios estudios posteriores
apoyan esta hipétesis, como aquellos donde se observd la muerte de las
neuronas piramidales del area hipocampal CA3, descrita como resistente al
dafo isquémico, como consecuencia de la sobreexpresion de AMPARs
permeables al calcio, en contraste con la supervivencia de las neuronas del
area hipocampal CA1 que sobreexpresaron AMPARs impermeables al calcio
(Liu et al., 2004). Estudios mas recientes han implicado a la enzima encargada
de la edicién Q/R de GluR2, ADAR2, en la vulnerabilidad al dafno isquémico, ya

que la expresion de esta enzima se reduce como consecuencia de la isquemia
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cerebral, y la induccidn de su expresion protege a las neuronas vulnerables del
dafio isquémico (Peng et al., 2006). Finalmente, el papel de la subunidad
GluR2 en la isquemia cerebral queda confirmado por la internalizacién de los
AMPARs que contienen la subunidad GIuR2 y su sustitucion por AMPARSs
permeables en las regiones sinapticas (Liu et al., 2006).

Como hemos senalado anteriormente, la acumulacion de glutamato en la
hendidura sinaptica juega un papel crucial en los fendmenos de excitotoxicidad.
La gran cantidad de glutamato liberado durante la isquemia podria ser debida a
una disminucion de la recaptacion, el transporte reverso de estos
transportadores y/o la reduccién de su expresion (Camacho y Massieu 2006).
La disminucion de la recaptacion y el transporte reverso de los EAATs estan
mediados por el fallo bioenergético que se produce durante la isquemia, lo cual
impide la accién de las ATPasas Na'/K" alterando el gradiente de Na* que no
solo impide la recaptacion de glutamato, sino que incluso promueve su
liberacion al medio a través de la reversion de los EAATs. En este sentido se
ha sefialado que el bloqueo en la recaptaciéon de glutamato antes de la
isquemia cerebral, reduce la liberacién de aminoacidos excitatorios (Camacho y
Massieu 2006; Dawson et al., 2000; Phillis et al., 2000) y parece que durante
los primeros minutos de isquemia, cuando todavia no se ha agotado la energia,
los EAATs actuan normalmente, eliminando el glutamato liberado. Sin
embargo, cuando falta el ATP, se libera glutamato al espacio extracelular a
través de los EAATs lo que contribuye a la muerte celular (Mitani y Tanaka
2003). La contribucién de los distintos tipos de transportadores (neuronales o
gliales) en la liberacion de aminoacidos excitatorios no esta bien definida

(Camacho y Massieu 2006). A pesar de que las células gliales presentan un
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mayor numero de EAATs que las neuronas (Danbolt 2001) parece que la
liberacion de glutamato procede principalmente de las neuronas, ya que su
concentracion de glutamato citosolico es tres veces superior a la encontrada en
las células gliales (Attwell et al., 1993). El principal mecanismo relacionado con
la excitotoxicidad y eliminacion de este neurotransmisor parece ser la
recaptacion astroglial de glutamato mediante los transportadores GLT-1 y
GLAST (Rothstein et al., 1996), aunque otros transportadores como EAAC1
(Kiyama y Kiryu-Seo 2007) podrian estar implicados.

Ademas, se ha correlacionado la acidosis lactica provocada por la
glucolisis anaerobia con una reduccién de la recaptacion de glutamato
(Swanson et al., 1995; Swanson et al., 1997a). Estudios en ratones
transgénicos que carecen del transportador GLT-1 han demostrado el papel de
este transportador en la eliminacion del glutamato tras el dafo isquémico
(Camacho y Massieu 2006). También se ha observado una reduccién de la
expresion de GLT-1 tras la isquemia cerebral (Fukamachi et al., 2001;

Raghavendra Rao et al., 2000; Rao et al., 2001; Torp et al., 1995).
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Figura 9: Posibles alteraciones de los EAATSs en la isquemia cerebral. El fallo energético y
el incremento en la concentracion de lactato (1) tras la isquemia cerebral impiden la
recaptacion de glutamato (2). Los radicales libres (ROS) generados como consecuencia de la
activacion de los receptores de glutamato inducen la oxidacién de residuos de cisteina en los
EAATSs, lo que también inhibe la recaptacion (3). El incremento en la concentracion intracelular
de sodio (4) como consecuencia del fallo energético hace que estos transportadores inviertan
el transporte del glutamato (5) liberandolo al medio. Ademas, la isquemia reduce la expresion
de los EAATSs (6). Todas estas alteraciones provocan una elevacion de los niveles de glutamato
extracelular (7) que desencadena la muerte neuronal por excitotoxicidad (8). (Imagen

modificada de Camacho y Massieu 2006).

INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA NEUROTRANSMISION
GLUTAMATERGICA
Varios estudios realizados en roedores han sefalado que la edad provoca

un descenso en la concentracion de glutamato en la corteza cerebral (Davis et

al., 1970; Saransaari y Oja 1995; Strolin Benedetti et al., 1990) y el hipocampo
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(Banay-Schwartz et al., 1989; Benedetti et al., 1991; Saransaari y Oja 1995;
Strolin Benedetti et al., 1990). Se ha sugerido que este descenso podria
relacionarse con los déficits cognitivos y la pérdida de memoria (Segovia et al.,
2001). Sin embargo, dado que el 70-80% del glutamato es metabdlico y sélo el
20-30% esta presente en los terminales nerviosos (Fonnum 1993), los
descensos observados en el contenido de glutamato parecen relacionarse mas
con cambios en la actividad metabdlica (Segovia et al., 2001) que con la
neurotransmision. Mediante estudios electrofisiolégicos en la regidén prefrontal
de la corteza cerebral de mono se ha demostrado un descenso significativo en
la transmision sinaptica excitatoria como consecuencia de la edad (Luebke et
al.,, 2004) que se ha asociado a los cambios estructurales que sufren las
neuronas envejecidas y a la disminucion de su excitabilidad (Cobo et al., 1993).
Estos cambios parecen relacionados con las modificaciones dependientes de la
edad que sufren los receptores glutamatérgicos ionotrépicos, tanto en su
expresion como en su distribucién (Dickstein et al., 2007). En este sentido se
han descrito descensos en la densidad de los receptores de NMDA y AMPA en
la corteza cerebral y el hipocampo (revisado por Segovia et al., 2001) y se ha
observado que el numero de neuronas que expresan ciertas subunidades de
estos receptores (como NR1 o GIluR2) se reduce significativamente durante el
envejecimiento (Gazzaley et al., 1996; Hof et al., 2002). También se ha
demostrado, mediante estudios en cultivos neuronales, que la vulnerabilidad a
la excitotoxicidad mediada por el NMDAR se incrementa con la edad del
individuo (Marks et al., 2000). Los experimentos de sefializacion con Ca?*
realizados in vivo en neuronas individuales muestran el papel del calcio en el

incremento de la vulnerabilidad al dafio isquémico asociado a la edad. Estos
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experimentos muestran que la concentracion intracelular de calcio en las
neuronas procedentes de animales de mediana edad (12-16 meses) se
incrementaba con respecto a la concentracion detectada en las neuronas
jévenes (2 meses) y podia incluso duplicarse en las neuronas envejecidas (24
meses) (Hajieva et al., 2009; Raza et al., 2007).

También el sistema de recaptacion de glutamato es afectado por la edad,
habiéndose descrito que el envejecimiento da lugar a una disminucién de la
capacidad de las células cerebrales para eliminar el glutamato de la hendidura
sinaptica (Saransaari y Oja 1995; Vatassery et al., 1998; Wheeler y Ondo
1986), aumentando el tiempo necesario para su eliminacién (Nickell et al.,
2007). Esto podria interpretarse como un descenso en el numero de
transportadores (Segovia et al., 2001), aunque podria ser compensado por una
mayor afinidad en los transportadores restantes (Price et al., 1981; Saransaari
y Oja 1995) o por cambios en la tasa de liberacion de glutamato (Segovia et al.,
2001). Los cambios en la recaptacion de glutamato parecen producirse
principalmente en las neuronas (Daniels y Vickroy 1998), aunque la recaptacion
se realiza principalmente por las células gliales (Gegelashvili y Schousboe
1998; Rothstein et al., 1996). Los astrocitos aumentan en numero y/o se
vuelven mas activos en el encéfalo envejecido (David et al., 1997), lo que
podria compensar los descensos en la recaptacion de glutamato en las

neuronas (Segovia et al., 2001).

MODELOS ANIMALES DE ISQUEMIA CEREBRAL

Para comprender los mecanismos subyacentes al dafo celular inducido

por los accidentes cerebrovasculares se han desarrollado diferentes modelos
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experimentales (Olson y McKeon 2004) que permiten estudiar tanto los
mecanismos moleculares como los efectos fisiopatoldgicos que ocurren tras la
isquemia cerebral, con objeto de desarrollar nuevas moléculas susceptibles de
ser utilizadas en la clinica (Prieto-Arribas et al., 2008). Basicamente existen dos
modelos experimentales de isquemia cerebral in vivo que se desarrollan
principalmente en roedores, el modelo de isquemia global y el modelo de
isquemia focal.

En el modelo de isquemia global se impide el flujo sanguineo a todo el
encéfalo, mimetizando la isquemia cerebral que puede ocasionarse en
humanos como consecuencia de una parada cardiaca, una hipotension grave o
procedimientos quirurgicos que alteran el flujo sanguineo (Wang-Fisher 2009).
Existen dos procedimientos para llevar a cabo este modelo. En uno de ellos se
produce la obstruccion de las cuatro arterias (4VO) que llevan la sangre al
encéfalo, bloqueando permanentemente las arterias vertebrales vy
temporalmente las arterias carétidas (Pulsinelli y Brierley 1979). En el modelo
de obstruccion de 2 vasos (2VO) se bloquean temporalmente las arterias
cardtidas (Eklof y Siesjo 1972). EI modelo 2VO mimetiza accidentes
cerebrovasculares ocasionados por aterosclerosis, trombos y embolia (Wang-
Fisher 2009). Los dos modelos de isquemia global producen necrosis neuronal
en areas encefalicas vulnerables especificas (Smith et al., 1984). Las células
mueren a los 3-7 dias tras la isquemia, lo que deja un margen de actuacion
para el uso de terapias que eviten esa muerte celular retrasada (Wang-Fisher
2009). Ambos modelos tienen ventajas e inconvenientes. En el modelo 4VO,
normalmente, se requieren dos cirugias, una para la obturacion de las arterias

vertebrales y otra para el bloqueo temporal de las carétidas. El sistema 2VO es
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mas sencillo quirargicamente pero requiere conseguir hipotension
(aproximadamente se reduce a 50 mm Hg la presiéon arterial media) para
impedir que la sangre procedente de las arterias vertebrales irrigue el encéfalo
a través del poligono de Willis. Para ello se utilizan hipotensores, como el
trimetafan o la fentolamina, que obviamente pueden interferir con los
resultados. Alternativamente, se ha producido hipotension mediante el
sangrado controlado, pero esto también conlleva modificaciones que pueden
alterar el sistema. En jerbo y en algunas cepas de ratéon (C57Bl/6J, BALB/C y
CD-1) estos modelos pueden realizarse sin necesidad de realizar la oclusion de
las arterias vertebrales ni generar hipotension en el animal, ya que en estas
especies el poligono de Willis es incompleto y no existe el flujo colateral
residual (Barone et al., 1993b; Hossmann 2008; Kelly et al., 2001; Levine y
Payan 1966; Somova et al., 2000). Sin embargo, la anatomia cerebrovascular y
nerviosa de estas especies no es tan similar a la humana como lo es la de la
rata (Wang-Fisher 2009), y por ello hemos preferido utilizar la rata como
modelo de estudio. Hemos optado por el modelo 2VO para evitar los problemas
quirargicos del modelo 4VO y se ha utilizado trimetafdn como agente
hipotensor debido a que no atraviesa la barrera hematoencefélica (Degoute
2007).

Los modelos de isquemia focal inducen isquemia cerebral mediante la
oclusion o bloqueo de una de las arterias que suministran sangre al encéfalo,
principalmente la arteria cerebral media, reduciendo el flujo sanguineo en un
area cerebral limitada. Esta oclusién puede realizarse de distintas maneras
(ligacioén, cauterizacién eléctrica, insercion de un filamento intraluminal,

trombosis fotoquimica, etc.), pero todas ellas dan lugar a dos areas definidas
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histolégicamente, el nucleo isquémico y la zona de penumbra (Wang-Fisher
2009), cuyas caracteristicas ya se han descrito. A diferencia de la isquemia
global, donde la vulnerabilidad selectiva esta anatémicamente definida, en la
isquemia focal las zonas infartadas se modifican con el tiempo y difieren entre
experimentos individuales. Esta variabilidad implica que todos los parametros
de interés tengan que ser medidos en el mismo experimento (Hossmann 2008).

Ademas de los modelos de isquemia in vivo, también se han disefiado
modelos in vitro. En estos modelos se utilizan cultivos neuronales primarios
(Goldberg y Choi 1993), cultivos organotipicos (Vornov et al., 1994) o
secciones de tejido cerebral de 350-400 um (Whittingham et al., 1984), que son
incubadas en medios carentes de oxigeno y glucosa para mimetizar la
interrupcién de oxigeno y nutrientes provocada por la isquemia cerebral in vivo.
Estos modelos te permiten controlar mejor las condiciones experimentales,
pero presentan ciertas desventajas como, por ejemplo, el efecto traumatico que
sufre el tejido cerebral durante la obtencion de secciones mediante el
vibratomo. Ademas, el medio de incubacion utilizado difiere sustancialmente
del microambiente extracelular que existe in vivo. Finalmente, tanto los tejidos
como las células se obtienen, principalmente, de individuos jévenes (Hossmann
2008), por lo que las modificaciones relacionadas con la edad no estarian

consideradas en los resultados provenientes de estos modelos.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Dada la asociacion que existe entre la edad y el incremento de accidentes
cerebrovasculares, asi como la implicacion del sistema glutamatérgico y de la
inflamacién en los mecanismos de dafio neuronal, para realizar este estudio se
propuso la siguiente hipotesis de trabajo: la edad es un factor que aumenta la
vulnerabilidad a la isquemia porque modifica la expresién de los genes
del sistema glutamatérgico y la respuesta inflamatoria. Para realizar el
estudio se utilizé un modelo de isquemia global seguido de 48 horas de
reperfusion que se aplico a animales jovenes y viejos, analizandose
adicionalmente el efecto del tratamiento con un agente antiinflamatorio. Para

verificar esta hipotesis se propusieron los siguientes objetivos:

1) Caracterizacion de la expresion génica de una serie de genes del
sistema glutamatérgico:
a. las subunidades mas relevantes del receptor de NMDA (NR1,
NR2A y NR2B).
b. las subunidades GluR1 y GIuR2 del receptor de AMPA.
c. los transportadores de aminoacidos excitatorios GLT-1, GLAST
y EAAC1, que son los mas relevantes en la recaptacion
glutamatérgica por células gliales y neuronales.
2) Caracterizacion del efecto de la edad en la expresion génica de los
marcadores de la respuesta inflamatoria CD11b y GFAP.
3) Caracterizacion de los genes del sistema glutamatérgico indicados en

el objetivo 1 tras el tratamiento con un agente antiinflamatorio.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO Y EQUIPAMIENTO

ANIMALES

En este trabajo se han utilizado ratas (Rattus norvergicus) macho de la
cepa Sprague-Dawley de 3 meses (n=36) y 18 meses (n=33), con un peso
medio de 350-450 g para los animales de 3 meses y de 600-800 g para los de
18 meses. Estos animales se obtuvieron de los laboratorios Charles River
(Barcelona, Espafa) y se mantuvieron en el Animalario de la Universidad de
Ledn bajo condiciones controladas durante todo el estudio: 3 animales por
jaula, fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, temperatura de
22 + 1°C y humedad relativa del 55%. Los animales tuvieron libre acceso al
agua y a pienso de mantenimiento para roedores AO4 (Panlab; Barcelona
Espafia). Los animales de cada edad se dividieron de manera aleatoria en dos
grupos (sham e isquémico). Ademas, 3 animales de cada edad se utilizaron
como animales naive. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las
normas contenidas en la Guia del Consejo de la Unién Europea (86/609/EU),
siguiendo la regulacion espafiola (RD 1201/2005, BOE 252/34367-91, 2005)
para el uso de animales de laboratorio. Todos los experimentos fueron
aprobados por el Comité Cientifico de la Universidad de Leo6n y, en todo
momento, se intentd reducir al minimo el numero de animales, minimizando el

sufrimiento de los mismos.
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INSTALACIONES Y EQUIPAMIENTO

Este estudio se ha realizado en diferentes instalaciones pertenecientes a
la Universidad de Ledn incluyendo el Departamento de Biologia Molecular
(area de Biologia Celular), el Animalario, el Instituto de Biomedicina, el Instituto
de Gendmica y Protedmica y el Departamento de Medicina, Cirugia y Anatomia
Veterinaria (area de Medicina y Cirugia Animal).

En el proceso de isquemia se utiliz6 un equipo de anestesia inhalatoria
modelo Fabius (Drager, USA) con T (Ayre), un vaporizador de halotano (Ayre),
una camara anestésica de metacrilato para la induccién de la anestesia, un
microscopio quirurgico modelo M690 (Leica, Alemania), una placa térmica
modelo Happy Pet Comforter (Challoner Marketing Ltd., UK), un equipo de
infusion Syringe pump modelo Sep 11S (Ascor, USA) para la administracién del
hipotensor y un monitor M1166A modelo 66S (Hewlett-Packard, USA).

Las secciones de tejido se obtuvieron mediante un micrétomo de
congelacion Microm HM450 (Microm Laborgerate GmbH, Alemania). Para la
obtencion de ARN y proteinas se utiliz6 un homogeneizador modelo T10 basic
ULTRA TURRAX (IKA, Alemania) y una centrifuga de mesa modelo 5415R
(Eppendorf, Alemania). Hasta el momento de su utilizacion, el ARN vy las
proteinas se mantuvieron a -80°C en un arcon de frio profundo Revco
ULT1386-5-V12 (Revco Thecnologies Inc., Estados Unidos).

La concentracion de ARN se determind utilizando el espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, US) y su integridad mediante el
sistema de electroforesis automatizada Experion (Bio-Rad laboratorios,
Espafa). Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron utilizando el

termociclador Abi Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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La concentracion de proteinas se determiné utilizando el
espectrofotometro Synergy HT (Bio-Tek, USA). Los procesos de electroforesis
vertical y transferencia se realizaron mediante una cubeta vertical X-Cell Sure
Lock (Invitrogen, USA) y fuente de alimentacién Modelo 1000/500 (Bio-Rad,
Laboratories, Wilmington, USA). Las membranas de nitrocelulosa de Western
Blot se expusieron a laminas de fotografia en un chasis RPN1629 (Amersham;
GE Healthcare). Las laminas obtenidas se digitalizaron en el densitometro de
imagen GS-800 (Bio-Rad Laboratories, Wilmington, USA).

Para la medida de pH de las soluciones utilizadas en los experimentos se
utilizé un pHmetro modelo Crison micropH 2000 (Crison Instruments, S.A.,
Espafa). También se utilizaron un incubador (Ralpe), una bascula de precision
XA110 (Radwag, USA), un agitador orbital con rotacion 3D, (Lab-line, USA), un
agitador magnético (Agimatic, Espana) y un agitador Vortex REAX 2000
(Heidolph, Alemania). El agua desionizada se obtuvo mediante el purificador de

agua Millipore Elix 3 (Millipore ibérica S.A., Espana).

REACTIVOS Y FARMACOS

Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron suministrados por
entidades comerciales o laboratorios farmacéuticos. A continuacion, se muestra

un listado de los reactivos suministrados por cada una de ellas:

e High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, SYBR® Green PCR
Master Mix, placas de 96 pocillos para PCR en tiempo real, film adhesivo
optico para placas de PCR en tiempo real (Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA).
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Kit de Experion RNA HighSens Analysis, kit DC Protein Assay, marcador
de peso molecular, membrana de nitrocelulosa (Biorad Laboratories,
Wilmington, USA).

Meloxicam (Boehringer Ingelheim, Espafia).

Pentobarbital Euta-Lender (Normon, Espafia)

Laminas de fotografia (GE Healthcare, Espafa).

Acido clorhidrico, fosfato sédico, fosfato potasico, Tris-base, medio de
montaje Entellan, metanol, etanol, xilol, acido acético (Merck KGaA,
Alemania).

Sustrato de Western blot Chemiluminescent HRP (Millipore ibérica S.A.,
Espana).

Proteogel ultra pura (Pronadisa,Espafia).

Reactivo Tripure, trimetafan (Roche, Espaia).

Halotano, oligonucleétidos de PCR en tiempo real, RNAsa Zap, ADNasa,
paraformaldehido, hidrocloruro de guanidina, laurel dodecilsulfato de
sodio (SDS), glicina, persulfato amoénico (APS), TEMED (N,N,N’'N’-
tetrametiletilen-diamino), ditiotreitol (DTT), azul de bromofenol, Tween-
20, Tritdon X-100, suero de cabra, extravidina, gelatina, cloruro sadico,
fosfato monosdédico, fosfato disddico, hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich,
Espana).

Kit de avidina/biotina (Vector Labs, Burlingame,CA, USA).

Revelador D-19, fijador GBX (Kodak, Espana).

ANTICUERPOS

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
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e Anticuerpo de cabra anti-NR1 (ref. sc1467, Santa Cruz Biotechnology,
Inc.).

¢ Anticuerpo de conejo anti-NR2A (ref. AB1555, Millipore).

e Anticuerpo de raton anti-NR2B (ref. AB1504, Bionova).

e Anticuerpo de conejo anti-GluR1 (ref. AB1504, Millipore).

e Anticuerpo de cabra anti-GIuR2 (ref. sc7610, Santa Cruz Biotechnology,
Inc.).

e Anticuerpo de raton anti-CD11b (ref. MCA275GA, AbD Serotec).

e Anticuerpo de ratdon anti-B-actina (ref. A5316, Sigma-Aldrich).

e Anticuerpo de raton anti-NeuN (ref. MAB377, Millipore).

A continuacion, se enumeraran los anticuerpos secundarios utilizados:

e Anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa (ref. P0448,
Dako).

e Anticuerpo de cabra anti-ratébn conjugado con peroxidasa (ref. AP130P,
Millipore).

e Anticuerpo de burro anti-cabra/oveja conjugado con peroxidasa (ref.
AB324P, Chemicon; Millipore).

¢ Anticuerpo de cabra anti-conejo biotinilado (ref. BA-9200, Vector).

RECURSOS INFORMATICOS

Las bibliografia y las secuencias génicas se obtuvieron de las bases de
datos Pubmed/MEDLINE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/), mantenidas por
el NCBI. Los cebadores de la PCR en tiempo real se disefaron utilizando el

programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los
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incrementos en fluorescencia producida durante el proceso de amplificacién de
la PCR en tiempo real se analizaron con el programa Sequence Detector (SDS
version 1.6, Applied Biosystems). La densidad Optica de las laminas de
Western blot se cuantific6 con el programa Quantity One (Bio-Rad
Laboratories, Wilmington, USA) Los datos obtenidos de los ensayos de PCR en
tiempo real fueron procesados en una hoja de calculo Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corp., Estados Unidos). Para el analisis estadistico de los resultados
procedentes tanto de PCR en tiempo real como de Western blot, se utilizé el
programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., Estados Unidos). El
procesador de texto utilizado fue Microsoft Word 2007 (Microsoft Corp.,
Estados Unidos). Para el tratamiento de las imagenes y figuras representadas
en esta tesis se utilizé el programa Adobe PhotoShop CS (Adobe Systems
Incorporatted, Estados Unidos). La gestion bibliografica se llevd a cabo

mediante el programa RefWorks (ProQuest LLC, UK).

METODOS

ISQUEMIA GLOBAL TRANSITORIA

Para realizar la anestesia el animal es alojado en la camara de induccion
de anestesia, en la cual se introduce halotano al 4% en 100% de oxigeno con
un flujo de 3 L/minuto. El animal anestesiado se dispone sobre una manta
térmica y se controla su temperatura rectal (36 £ 1°C) varias veces a lo largo de
toda la operacién quirurgica. La anestesia del animal se mantiene con halotano
al 1,5-2,5% en 100% de oxigeno con un flujo de 800 mL/minuto suministrado a
través de una mascarilla. El procedimiento quirdrgico se inicia con una incision

longitudinal en la parte anterior del cuello para exponer las arterias carétidas
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comunes, que se aislan hasta el momento de su oclusion. A continuacién, se
expone la arteria femoral, que se cateteriza para monitorizar la presion arterial
y para la administracion del hipotensor trimetafan (cedido por Roche) a una
concentracion de 15 mg/mL y un flujo de 0,3 mg/minuto. Este hipotensor se
utilizé para generar en la rata una hipotensién moderada (40-50 mm Hg). Una
vez alcanzado el nivel de hipotension, se induce la isquemia global transitoria
mediante la oclusién de las arterias carétidas con clips especificos (atraumatic
aneurysm clips) durante 15 minutos. En este tiempo, la hipotension se
mantiene controlada ajustando el flujo de halotano, el cual tiene un efecto
hipotensor intrinseco (Bendel et al., 2005a; Degoute 2007). Una vez finalizado
el proceso isquémico, y tras la recuperacion de la presion arterial, se elimina el
catéter y se suturan las incisiones. Cuando el animal se recupera de la
anestesia, se mantiene en las condiciones estandar ya sefaladas durante un
periodo de reperfusion de 48 horas. Los animales operados se mantienen
aislados. En el caso de los animales sham, el procedimiento se realiza

exactamente igual con la excepcion de la oclusién de las arterias carétidas.

TRATAMIENTO ANTIINFLAMATORIO

Como agente antiinflamatorio se utiliz6 meloxicam. Este antiinflamatorio
se ensayo en 13 animales de 3 meses, de los cuales 5 fueron sham y 8 fueron
sometidos a isquemia-reperfusion (I/R). Tres de los animales sometidos a I/R
murieron entre las 24 y 48 horas después de la operacion. El tratamiento
antiinflamatorio fue también probado en 10 animales de 18 meses (5 shamy 5
sometidos a I/R). Todos los animales de 18 meses sometidos a I/R murieron en

las 30 horas siguientes a la operacion y todos los sham sobrevivieron. El
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tratamiento se realizé mediante inyeccién subcutanea (0,5 mg/kg) una hora y

veinticuatro horas después de finalizado el procedimiento quirurgico.

PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

Tras 48 horas de reperfusion después de la isquemia global transitoria,
los animales fueron decapitados, los cerebros se extrajeron rapidamente
utilizando material quirdrgico esterilizado y tratado con la solucion RNAsa Zap
para evitar la contaminacion con ARNasas. Se disecaron las regiones
hipocampales CA1 y CA3, el giro dentado (GD) y la corteza cerebral (CC), que
se congelaron en nieve carbdnica y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento.

El procedimiento que se sigue en los animales cuyos cerebros son
destinados a estudios morfolégicos es el siguiente. El animal se anestesia
profundamente con pentobarbital (inyeccion intraperitoneal, 150 mg/kg), se
expone el corazdn, se secciona la auricula derecha y se procede a la
canulacion del ventriculo izquierdo haciendo pasar una solucion salina (NaCl
140 mM) a temperatura ambiente, seguida de paraformaldehido al 4% en
tampodn fosfato salino (PBS), pH 7,4 a 4°C. El encéfalo se extrae y se mantiene
toda la noche en paraformaldehido al 4% en PBS, pH 7,4 a 4°C. Pasado ese
tiempo de fijacion, el encéfalo se mantiene en sacarosa al 30% en PBS, pH 7,4,
a 4°C durante 48 horas, para asegurar que el encéfalo ha llegado al fondo de
esta solucion crioprotectora, y se procede a congelarlo en nieve carbdnica. Las
muestras se almacenaron a -80°C hasta la obtencién de secciones de 40

micras mediante microtomo de congelacion.
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EXTRACCION DE ARN Y RETROTRANSCRIPCION (RT)

El ARN total se extrajo mediante el reactivo Tripure siguiendo las
recomendaciones del fabricante y se incub6 con ADNasa | (0,5 mg/ml) durante
30 minutos a 37°C para prevenir la posible contaminacion de ADN. La
integridad del ARN obtenido se midié utilizando el kit Experion RNA HighSens
Analysis y siguiendo las recomendaciones del fabricante. En todas las
muestras, tanto de animales de 3 como de 18 meses y tanto sham como
isquémicos, el ratio 28S/18S se mantuvo entre 1,8-2, valor indicativo de la
buena integridad del ARN. La cantidad de ARN total se determind midiendo el
ratio de absorbancia 260/280 nm de las alicuotas de ARN precipitadas con
etanol, utilizando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000. Nuevamente, la
cantidad de ARN obtenida fue similar (0,5-0,7 pg/mg de tejido) en todas las
muestras. La retrotranscripcidon se realiz6 mediante cebadores aleatorios
(random hexamer primers) utilizando 600 ng de ARN total como molde y el kit
High Capacity cDNA Reverse, donde se siguieron las recomendaciones del

fabricante.

PCR EN TIEMPO REAL

Tras la retrotranscripcion, el ADN complementario (ADNc) se diluy6 (1/10)
en agua milliQ estéril y se utiliz6 como molde en los ensayos de PCR en tiempo
real. Las secuencias de ARNmM se obtuvieron del GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Los cebadores se disefiaron utilizando
el programa Primer Express y todos ellos se seleccionaron de modo que entre

el cebador directo y el inverso hubiera una secuencia intrénica para asegurar la
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ausencia de contaminacion gendmica. Las secuencias de los cebadores

utilizados en esta tesis se indican en la tabla 1.

NR1 5’-cagccgtgaacgtgtggag 5 4tgctctaccactcitictatce NM_017010
NR2A 5 -cagtgatgtgtatattitcagagcatgtta 5"~ acactcgtctatigctgecaggaa NM_012573
NR2B 5 tccgtctitcttatgtggatatge 5 -cctctaggeggacagatitaagg NM_012574
CD11b 5 -gatgcttactigggttatgctt 5’-cgaggtgcccctaaaacca NM_012711
GFAP 5'cagaagciccaagatgaaaccaa 5'tctectectccagegactcaac NM_017009
GAPDHIG3PDH 5’-gggcagcccagaacatca 5 4tgacctigcccacagect MNM_017008
185 rRNA 5’-gattaagtccctgoccttigta 5’-gatccgagggccicactaaac V01270
p-actin 5 -ccetggetoctageaccat 5’tagagccaccaatccacacaqg MNM_031144
GluR1 5°- cgagtictgctacaaatcccg 5 4tgtccgtatggcticatigatg NM_031608
GluR2 5’-ccaaggacicgggaagtaagg 5’-ccececgacaaggatgtagaa NM_017261
ADAR2 5'-cttacccagctacaaagagataaagga 5 -ccagatigcggttitctttaaca NM_012894 1
EAACA1 5’-ggttcaagcectaaagcagaa 5°-agggagctigaccttagatgt NM013032
GLAST 5’-catccaggecaacgaaaca 5 -gagtctccatggectctgaca NM019225
GLT-1 5H'-aaccgaggotgecaacaa 5"tgaggtggctgtcgtgeat NMD17215
y-enolase 5'tgaaggcigtggaccacatc 5’tacagagaggcectgagctgat MM 139325

Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en este estudio asi como su namero de
acceso en GeneBank.

Como marcador de fluorescencia en los ensayos de PCR en tiempo real
se utiliz6 SYBR® Green PCR Master Mix y la amplificacion se realizé en el
termociclador Abi Prism 7000. Antes de realizar los ensayos se determiné la
eficiencia para cada pareja de cebadores con cantidades crecientes de una
muestra de ADNc. La eficiencia se calcula representando los valores de ciclo
umbral (Ct: cycle threshold) frente al logaritmo de las concentraciones de ADNc
utilizadas, siendo el valor Ct el numero del ciclo en el que la sefal fluorescente
cruza el umbral. Esto da una recta cuya pendiente se utiliza en el célculo de la
eficiencia mediante la ecuacion:

Eficiencia= (107Pendiente_q) x 100
Solo se utilizaron las parejas de cebadores cuya eficiencia fue superior al

90%.
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En los ensayos de PCR en tiempo real se utilizaron las siguientes

condiciones:
1. 50°C durante 2 minutos (activacion de la Taq polimerasa).
2. 95°C durante 10 minutos (desnaturalizacion del ADN).
3. 40 ciclos de 15 minutos a 95°C y 1 minuto a 60°C
(desnaturalizacion, elongacion e hibridacion).
4, 15 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C y 15 segundos a 95°C

(curva de disociacion para comprobar que los cebadores son

especificos del fragmento que se desea amplificar).

Los incrementos en fluorescencia producidos durante el proceso de
amplificacion se analizaron con el programa Sequence Detector. Como genes
de referencia se ensayaron tres genes housekeeping: gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), subunidad 18S del ARN ribosémico y 3-actina. Para
cada uno de ellos se obtuvo el coeficiente de variacion, calculado como la
desviacion estandar de las desviaciones estandar de las Cts dividida por la
media de las desviaciones estandar de las Cts (Banda et al., 2008; Silver et al.,
2006). La normalizacion se realizdé con el gen que obtuvo el coeficiente de
variacion mas estable en nuestras condiciones experimentales, que fue
GAPDH.

Los resultados se compararon por el “método del AACt” (Pfaffl 2001). De
este modo, los niveles de ARNm de cada gen, normalizados frente a GAPDH

2-ACt

se expresaron como , mientras que el cambio relativo como consecuencia

de la I/R en los niveles de ARNm de los genes estudiados frente a los de los

2-AACt

animales sham se expresé como siendo
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ACt = (Ct gen—Ct GAPDH)
AACt = (Ct gen—-Ct GAPDH) animales isquémicos - (Ct gen—-Ct GAPDH)

animales sham (Livak y Schmittgen 2001).

ENSAYOS DE WESTERN BLOT

La proteina total también se extrajo utilizando el reactivo Tripure,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la cuantificacion de las
proteinas extraidas se realizd6 una recta patron de proteina con
concentraciones crecientes de albumina sérica bovina y se utilizd el kit DC
Protein Assay, cuya reaccion es similar al ensayo de Lowry (Lowry et al., 1951).
Tras varias pruebas con distintas cantidades de proteina, los ensayos se
realizaron cargando 30 pg de proteina por pocillo en geles de poliacrilamida al
10%. La electroforesis (SDS-PAGE) se realiz6 a 100 V durante 90 minutos, tras
lo cual las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante
transferencia humeda a 75 V durante 120 minutos, refrigerando la cubeta con
hielo picado. Tras la transferencia de proteinas, las membranas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora en tampon tris salino (TBS) conteniendo
el detergente Tween-20 al 0,2% (TBS-T) y 5% de leche desnatada, para
bloquear la fijacion inespecifica de anticuerpos. A continuacion, las membranas
se incubaron a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos primarios
sefialados en la tabla 2, diluidos en una solucién de leche desnatada al 2,5%

en TBS-T.
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Anticuerpo Dilucion utilizada Peso molecular de la proteina
Anticuerpo de cabra anti-NR1 1/200 ~115 kDa
Anticuerpo de conejo anti-NR2A 1/1000 ~165 kDa
Anticuerpo de raton anti-NR2B 1/800 ~170 kDa
Anticuerpo de conejo anti-GluR1 1/1000 ~110 kDa
Anticuerpo de cabra anti-GluR2 1/500 ~110 kDa
Anticuerpo de raton anti-B-actina 1/5000 ~42 kDa

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western blot, incluyendo la dilucion

utilizada para cada uno de ellos y el peso molecular de la proteina que identifican.

Tras una noche de incubacién se realizaron tres lavados de 5 minutos
cada uno en TBS-T, las membranas se incubaron durante 90 minutos con los
correspondientes anticuerpos secundarios (cabra anti-conejo, cabra anti-raton y
burro anti-cabra/oveja) conjugados con peroxidasa, que se encontraban
diluidos (1/3000) en una solucién de leche desnatada al 2,5% en TBS-T.

Tras tres lavados de 5 minutos cada uno en TBS-T, las membranas de
nitrocelulosa se aclararon en TBS durante 5 minutos y se incubaron con el
sustrato Chemiluminescent HRP, en presencia de luz ambiente, durante 5
minutos y en agitacidon. La exposicion y revelado de las membranas se realizd
en oscuridad. Las membranas, yuxtapuestas con laminas de fotografia en un
chasis apropiado durante un tiempo de 1-5 minutos (dependiendo del
anticuerpo) se revelaron en revelador D-19 durante 2 minutos a 25°C y
agitacion; la reaccidén se detuvo por inmersion de las laminas en una solucién
de acido acético al 2% vy, finalmente, se procedi6 a la inmersion de las mismas
en solucién fijadora durante 5 minutos seguido de un abundante aclarado en

agua corriente.

ENSAYOS DE INMUNOCITOQUIMICA

Los ensayos de inmunocitoquimica se realizaron por el sistema de

secciones libres flotantes utilizando secciones de 40 ym obtenidas mediante

65



micrétomo de congelacion. Tras tres lavados en PBS se procedio a inhibir las
peroxidasas enddgenas mediante una incubacidon de 20 minutos en una
solucién de H;O, al 3% y metanol al 3% en PBS, pH 7,4 a temperatura
ambiente. Tras tres lavados de 5 minutos en agitacion con PBS, las secciones
se incubaron durante 30 minutos con avidina diluida en PBS para bloquear las
biotinas enddégenas. Seguidamente, y tras un aclarado en PBS para eliminar el
exceso de avidina, se bloquearon los sitios de unién libres de la avidina
mediante la incubacion de las secciones en biotina diluida en PBS durante
otros 30 minutos. La union inespecifica del anticuerpo secundario se bloqued
incubando las secciones durante 60 minutos en una solucién de Triton X-100 al
0,2% y suero de cabra al 20% en PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente. El
inmunomarcado se realizd diluyendo en soluciéon de incubacion (PBS + Triton

X-100 al 0,2% + suero de cabra al 2%) los siguientes anticuerpos primarios:

» Anticuerpo monoclonal de ratén frente a nucleos neuronales (NeuN)
(1/1000)

» Anticuerpo monoclonal de ratén frente a CD11b (1/1000)

La incubacion con el anticuerpo primario se realizé a 4°C en agitaciéon
durante toda la noche. Pasado el tiempo de incubacién las secciones se
lavaron en PBS (3 lavados de 5 minutos cada uno en agitacién) y se incubaron
durante 60 minutos con sus correspondientes anticuerpos secundarios diluidos
en solucion de incubacion. Como anticuerpo secundario se utilizé un cabra anti-
ratén biotinilado a una dilucién 1/500. Tras los lavados, las secciones se
incubaron durante 90 minutos en extravidina conjugada con peroxidasa de

rabano picante (HRP) a una dilucién 1/2000. Finalmente, y después de lavar el
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exceso de extravidina, la peroxidasa se hizo reaccionar con una solucion de
tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) al 0,05%, sulfato amoénico de
niquel al 0,03% y peroxido de hidrogeno al 0,01% en PBS, pH 7,4 a
temperatura ambiente. En esta reaccidon se produce la reduccion del H;O,, el
sustrato de la peroxidasa, actuando como donante de electrones el DAB, que
forma un precipitado de color marrén que es estabilizado por las sales de
niquel para intensificar la reaccion. La peroxidasa se dejo reaccionar con su
sustrato durante 3 minutos, tras lo cual se pard la reaccidn aclarando las
secciones en PBS (3 lavados de 5 minutos cada uno). Estas secciones se
montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar en una estufa a
37°C durante 2 horas. A continuacion, fueron deshidratados en un gradiente
creciente de etanol, aclarados en xilol y, finalmente, se montaron en medio de
montaje Entellan. La especificidad de la reaccion fue controlada mediante la

ausencia del anticuerpo primario en varias secciones de tejido.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estan expresados como la media + error estandar de la
media (SEM) de los niveles de ARNm de cada uno de los genes estudiados
normalizados con respecto al gen de referencia (GAPDH) y, en algunos casos,
normalizados a su vez con los valores de los animales sham . Nuestros datos
se ajustan a una distribuciéon normal segun el test de Kurtosis estandarizado.
Las diferencias referentes al efecto de la edad o de la I/R se analizaron
mediante el test t de Student de datos no pareados y doble cola. El nivel de
significaciéon minima se fijo en un 95% de confianza. Para el andlisis estadistico

se utilizé el programa Graph Pad Prism 4.

67



RESULTADOS
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RESULTADOS

EFECTO DE LA EDAD

En este apartado se muestran de forma comparativa los datos de los dos
grupos de edad estudiados para valorar el efecto de la edad en la expresion de
una serie de genes del sistema glutamatérgico en el hipocampo y la corteza
cerebral. La expresion se ha valorado midiendo los niveles de ARNm de los
distintos genes, que incluyen las subunidades de los receptores de NMDA vy
AMPA, asi como los transportadores GLT-1, GLAST y EAAC1. Los resultados
obtenidos se presentan normalizados con respecto a los niveles de ARNm del
gen housekeeping GAPDH. En el caso de los receptores de NMDA y AMPA se
ha cuantificado también la expresion de proteina de los diferentes genes
mediante la técnica de Western blot. En el estudio se valord el efecto de la
edad tanto en animales sometidos a isquemia como en animales sham.
Conviene sefalar que en nuestros datos preliminares no se observaron
diferencias significativas en los niveles de ARNm de animales sham y animales
naive. También se incluye en este apartado el efecto de la edad en los

marcadores de niveles de inflamacion y la y-enolasa.

SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE NMDA

La Figura 10 muestra los resultados de los ARNm normalizados de las
subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor de NMDA. Se observa que en la
mayoria de las estructuras cerebrales estudiadas, los niveles de ARNm de la
mayor parte de las subunidades son mas altos en los animales sham de 18

meses que en los animales sham de 3 meses.
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Figura 10: Efecto de la edad en los niveles de ARNm de las subunidades NR1 (A), NR2A
(B) y NR2B (C) del receptor de NMDA, normalizados con respecto a los niveles de ARNm
del gen housekeeping GAPDH (2“"). Existen diferencias significativas (# p<0,05; ¥ p<0,01)
entre los dos grupos de edad, tanto en los animales sham como en los isquémicos (I/R), en
todas las estructuras estudiadas: CA1, CA3, giro dentado (GD) y corteza cerebral (CC). Test
t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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Figura 11: Resultados de Western blot del receptor de NMDA. En la tabla se muestra el
valor de densidad o6ptica de cada una de las subunidades NR2A, NR1 y NR2B normalizado
frente al valor de densidad Optica de la 3-actina.
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Los ensayos de Western blot (Figura 11) muestran niveles de proteina
similares 0 mas bajos en los animales sham de 18 meses que en los animales
sham de 3 meses en todas las estructuras estudiadas. En la corteza cerebral,
destaca la baja expresion de las subunidades NR1 y NR2A en los animales
sham de 18 meses.

La Figura 10 también muestra el efecto de la edad en los niveles de
ARNmM de las subunidades estudiadas de los animales sometidos a I/R. En este
caso se puede observar que, en todas las estructuras, los genes estudiados
presentaron niveles mas altos de ARNm en los animales de 18 meses que en
los animales de 3 meses. En general, también se observa que los niveles de
proteina de los animales de 18 meses son mas altos que los de los animales

de 3 meses (Figura 11).

SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE AMPA'Y ADAR2

La Figura 12 muestra, en los dos grupos de edad, los niveles de ARNm
de las subunidades GIuR1 y GIuR2 del receptor de AMPA, asi como de la
enzima ADAR?2 (responsable de la edicion de GluR2). Se observan diferencias
en la expresion de los genes GluR1 y GIuR2. Asi, los niveles de ARNm de la
subunidad GIuR1 en los animales sham de 18 meses son mas altos que los
observados en los animales sham de 3 meses en la region hipocampal CA1
(p<0,01), mientras que en la corteza cerebral estos niveles son menores en los
animales de 18 meses (p<0,05) permaneciendo invariables en el resto de
estructuras estudiadas. En contraste, los niveles de ARNm de la subunidad
GluR2 son menores en los animales sham de 18 meses en todas las

estructuras estudiadas salvo en CA1, donde estos niveles son similares a los
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detectados en los animales sham de 3 meses. Los niveles de ARNm de
ADAR2 fueron mayores en los animales sham de 18 meses en todas las
estructuras estudiadas, con la excepcién de giro dentado, donde no se
encontraron diferencias significativas entre los animales sham de 3 y de 18
meses de edad. Los ensayos de Western blot (Figura 13) muestran niveles de
GluR1 similares, entre los animales sham de 3 y 18 meses, tanto en corteza
cerebral como en hipocampo, y niveles de GIuR2 similares entre los dos grupos
de edad en CA1, pero mas bajos en CA3, giro dentado y corteza cerebral.

En la Figura 12 se muestran también los niveles de ARNm en los
animales sometidos a I/R. Para la subunidad GluR1 se observan niveles de
ARNmM mas altos en los animales de 18 meses en todas las areas
hipocampales, pero no se detectaron cambios significativos asociados a la
edad en el caso de la corteza cerebral. En contraste, los niveles de ARNm de la
subunidad GIuR2 son significativamente mas altos en los animales de 18
meses que en los de 3 meses en todas las areas estudiadas. Los niveles de
ARNmM de la enzima ADAR2 son significativamente mas altos en CA3 y corteza
cerebral en los animales de 18 meses con respecto a los de 3 meses. En el
resto de las estructuras no se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos de edad. Los ensayos de Western blot (Figura 13) muestran niveles de
GluR1 mas altos en el hipocampo de los animales de 18 meses sometidos a
I/R y niveles similares a los de los animales de 3 meses en la corteza cerebral.
Los niveles de GIuR2 aparecen mas altos en la corteza cerebral de los
animales de 18 meses que en la de los animales de 3 meses, pero ambos

grupos presentan niveles similares en el hipocampo.
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Figura 12: Efecto de la edad en los niveles de ARNm de las subunidades GluR1 (A) y GluR2
(B) del receptor de AMPA, asi como de la enzima ADAR2 (C), normalizados con respecto a los
niveles de ARNm del gen housekeeping GAPDH (2'ACt). Existen diferencias significativas (#
p<0,05; ¥ p<0,01) entre los dos grupos de edad, tanto en los animales sham como en los
isquémicos (I/R), en todas las estructuras estudiadas: CA1, CA3, giro dentado (GD) y corteza
cerebral (CC). Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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Figura 13: Resultados de Western blot del receptor de AMPA. En la tabla se muestra el
valor de densidad optica de las subunidades GIuR1 y GIuR2 normalizado frente al valor de
densidad éptica de la B-actina.
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Adicionalmente, se estudio el ratio GIuUR1/GIuR2, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 3. En el caso de los animales sham podemos apreciar
como el ratio se incrementa con la edad en todas las areas hipocampales,
mientras que en la corteza cerebral este ratio no se modifica con la edad en los

animales sham y se reduce en los animales de 18 meses sometidos a I/R.

sham Isquemia

3 meses |18 meses |2 meses |18 meses
CAl 0,792 1,176 0,584 1,372
CA3 0,725 1,338 1,021 1,721
giro dentado 0,724 1,002 0,486 0,763
corteza cerebral| 1,316 1,321 2,895 0,986

Tabla 3: Ratio de las subunidades GIuR1/GluR2, utilizado como medida indirecta de las

modificaciones en la permeabilidad al Ca** del receptor de AMPA.

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

Cuando se compararon los niveles de ARNm de cada uno de los
transportadores estudiados entre los animales sham de los dos grupos de
edad, se observd como los animales de 18 meses presentaban niveles
similares o ligeramente menores que los detectados en los animales de 3
meses en la mayoria de las estructuras estudiadas (Figura 14).

En el caso de los animales sometidos a I/R, los niveles de ARNm de los
distintos transportadores varian dependiendo de la edad o la estructura
estudiada. Asi, en la Figura 14 puede observarse que los animales de 18
meses presentan niveles mas altos de ARNm para el transportador GLT-1 en
giro dentado y corteza cerebral, y para el transportador EAAC1 en CA1 y giro
dentado. Se observan niveles de ARNm similares en los dos grupos de edad

para GLT-1 en CA1y CAS3, para GLAST en CA1 y para EAAC1 en CA3. En el
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resto de las estructuras aparecen niveles mas altos de ARNm para GLAST y

EAAC1 en los animales de 3 meses.

MARCADORES DE INFLAMACION Y y-ENOLASA

La Figura 15 muestra que los niveles de ARNm de los marcadores de
inflamacion CD11b y GFAP son mas altos en los animales sham de 18 meses
que en los de 3 meses. Se presenta cierta variabilidad dependiendo del
marcador utilizado, por ejemplo, GFAP no muestra diferencias significativas en
CA3 mientras que CD11b no muestra diferencias significativas en giro dentado
y en corteza cerebral. El efecto de la edad en la y-enolasa depende de la
estructura, como se muestran en la Figura 15. Los niveles de ARNm de esta
enzima en giro dentado y corteza cerebral fueron mayores en los animales de
18 meses que en los de 3 meses, pero ambos grupos de edad presentaron
niveles similares en las areas hipocampales CA1y CAS3.

En el caso de los animales sometidos a I/R, se observd que los niveles de
ARNmM de los marcadores de inflamacién son mas bajos en los animales de 18
meses que en los de 3 meses, con la unica excepcion de GFAP en CA1 donde
no se observaron cambios significativos. Los niveles de ARNm de la y-enolasa
en los animales isquémicos fueron mayores en los animales de 18 meses que
en los de 3 meses en todas las estructuras estudiadas, con la excepciéon de

CA1, donde no se detectaron diferencias.
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Figura 14: Efecto de la edad en los niveles de ARNm de los transportadores de membrana
GLT-1 (A), GLAST (B) y EAAC1 (C), normalizados con respecto a los niveles de ARNm del gen
housekeeping GAPDH (2’ACt). Notese la diferencia en el orden de magnitud de los niveles de
ARNm entre los tres transportadores. Existen diferencias significativas (# p<0,05; ¥ p<0,01)
entre los dos grupos de edad, tanto en los animales sham como en los isquémicos (I/R), en la
mayoria de las estructuras estudiadas: CA1, CA3, giro dentado (GD) y corteza cerebral (CC).
Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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Figura 15: Efecto de la edad en los niveles de ARNm de los marcadores de inflamacion
CD11b (A) y GFAP (B), y de la y-enolasa (C), normalizados con respecto a los niveles de
ARNm del gen housekeeping GAPDH (2). Nétese el gran aumento en los niveles de
ARNm del marcador de inflamacion GFAP tras la isquemia. Existen diferencias significativas
(# p<0,05; ¥ p<0,01) entre los dos grupos de edad, tanto en los animales sham como en los
isquémicos (I/R), en la mayoria de las estructuras estudiadas: CA1, CA3, giro dentado (GD)
y corteza cerebral (CC). Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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EFECTO DE LA ISQUEMIA REPERFUSION (I/R)

Para estudiar el efecto de la isquemia, los niveles de ARNm de cada gen
normalizados con respecto a los niveles de ARNm de GAPDH del mismo

2%Y) fueron, a su vez, normalizados con los niveles (2°°") de los

animal (
respectivos animales sham (22°"). Este estudio se realizé en los animales de 3
y 18 meses para comparar la respuesta dependiente de la edad. En las figuras
16-19 se representa el cambio relativo (Fold change) en los niveles de ARNm

que sufren los animales sometidos a I/R con respecto a los animales sham en

cada una de las estructuras estudiadas.

SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE NMDA

La Figura 16 muestra la respuesta a la I/R de ambos grupos de edad. Se
observo un descenso significativo en la transcripcién de todas las subunidades
del receptor de NMDA en todas las estructuras estudiadas en los animales de 3
meses. En los animales de 18 meses el descenso fue menos acusado e
incluso, no se detectaron cambios significativos en la respuesta a la I/R en los
niveles de ARNm de algunas subunidades en estructuras como giro dentado y
corteza cerebral (Figura 16). Los niveles de proteina (Figura 11) fueron
similares a los observados para el ARNm en los animales de 3 meses, con
descensos acusados en los niveles de proteina en los animales isquémicos. En
los animales de 18 meses, los descensos no fueron tan evidentes y en algun

caso no se correspondieron con los niveles de ARNm.
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Figura 16: Efecto de la isquemia-reperfusion (I/R). Cambio relativo (Z'MCt) en los niveles

de ARNm (normalizados con GAPDH) de las subunidades NR1 (A), NR2A (B) y NR2B (C)
del receptor de NMDA entre los animales sham (linea de puntos) y los animales isquémicos.
Como consecuencia de la I/R, los animales sufren un descenso significativo (¥ p<0,01) en
los niveles de ARNm de estas subunidades, en los dos grupos de edad y en la mayoria de
las estructuras estudiadas. Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE AMPA Y ADAR2

En la Figura 17 se puede observar que, tanto en los animales de 3 meses
como de 18 meses, la transcripcion de los genes GluR1 y GluR2 desciende
significativamente como consecuencia del dafio isquémico en la mayoria de las
estructuras estudiadas, aunque los descensos fueron mas acusados en los
animales de 3 meses que en los de 18 meses. Sorprendentemente, se observd
un mayor descenso en los animales de 18 meses cuando se valoré la
transcripcion del ARNm de la enzima ADAR2. De hecho, en algunas
estructuras de animales jovenes no se observaron diferencias en los niveles de
transcripcion de esta enzima entre animales sometidos a /R y sus
correspondientes animales sham. En el caso de los niveles de proteina (Figura
13) de las subunidades GIuR1 y GIuR2, los descensos observados se
correlacionaron con los observados para el ARNm en la mayoria de las
estructuras estudiadas.

Por otro lado, los resultados del ratio GIuR1/GIuR2 (Tabla 3) en los
animales de 3 meses muestran incrementos en dicho ratio en los animales
sometidos a I/R con respecto a los animales sham en CA3 y corteza cerebral,
mientras que en CA1 y giro dentado aparecen descensos en dicho ratio como
consecuencia de la I/R. En los animales de 18 meses, los resultados son
diferentes, ya que la isquemia provoca incrementos en el ratio GIuR1/GluR2 en

CA1y CAS3, ocasionando descensos en giro dentado y corteza cerebral.
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Figura 17: Efecto de la isquemia-reperfusion (I/R). Cambio relativo (Z'MCt) en los niveles

de ARNm (normalizados con GAPDH) de las subunidades GluR1 (A) y GluR2 (B) del
receptor de AMPA, asi como de la enzima ADAR2 (C), entre los animales sham (linea de
puntos) y los animales isquémicos. Como consecuencia de la I/R, los animales sufren un
descenso significativo (# p<0,05; ¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de las subunidades y de
la enzima ADAR2, en los dos grupos de edad y en la mayoria de las estructuras estudiadas.
Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

El efecto de la I/R sobre la transcripcion de los genes de EAATs se
muestra en la Figura 18. En los animales de 3 meses se observa que la I/R
induce un descenso significativo (p<0,01) en la transcripcion del gen GLT-1 en
todas las estructuras estudiadas. La transcripcion de EAAC1 desciende en el
hipocampo, pero en la corteza cerebral se observa un incremento significativo
(p<0,05). Tras la I/R, no se observaron cambios en la transcripcion en el caso
del transportador glial GLAST en CA1 y giro dentado, pero se observdé un
incremento significativo en CA3 y corteza cerebral.

En los animales de 18 meses, la I/R dio lugar a una respuesta atenuada
con respecto a la observada en los animales de 3 meses, es decir, descensos
e incrementos menos acusados y, en muchos casos, una respuesta similar a la

observada en los animales sham.

MARCADORES DE INFLAMACION Y NEURONALES

La Figura 19 muestra el efecto de la I/R en la transcripcién de genes
utilizados como marcadores de inflamacion (GFAP y CD11b) y de y-enolasa.
En los animales de 3 meses, la I/R indujo incrementos muy significativos en la
transcripcion de GFAP y CD11b en la totalidad de las estructuras estudiadas.
En los animales de 18 meses estos incrementos, a pesar de ser también

significativos, no fueron tan acusados.
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Figura 18: Efecto de la isquemia-reperfusion (I/R). Cambio relativo (Z'MCt) en los niveles
de ARNm (normalizados con GAPDH) de los transportadores de membrana GLT-1 (A),
GLAST (B) y EAAC1 (C), entre los animales sham (linea de puntos) y los animales
isquémicos. Como consecuencia de la I/R, los animales sufren un descenso significativo (#
p<0,05; ¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de estos transportadores, en los dos grupos de
edad y en la mayoria de las estructuras estudiadas. Test t de Student de datos no pareados
y doble cola (n=5).
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Figura 19: Efecto de la isquemia-reperfusion (I/R). Cambio relativo (Z'MCt) en los niveles

de ARNm (normalizados con GAPDH) de los marcadores de inflamacion CD11b (A) y GFAP
(B), asi como de la enzima y-enolasa (C), entre los animales sham (linea de puntos) y los
animales isquémicos. Como consecuencia de la I/R, los animales sufren un aumento muy
significativo (¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de los marcadores de inflamacion, en los
dos grupos de edad y en la mayoria de las estructuras estudiadas. Por el contrario, los
niveles de ARNm de la y-enolasa descendieron significativamente (¥ p<0,01) en los
animales sometidos a I/R. Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=>5).
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Ademas de los estudios de ARNmM, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica con el marcador de microglia CD11b (Figura 20). En estos
ensayos se observd un incremento los niveles de CD11b tras el proceso
isquémico. El incremento es mas evidente en los animales jovenes. Ademas,
los animales sham de 18 meses muestran un ligero aumento del marcado con
CD11b con respecto al observado en los animales sham de 3 meses.

Tras la I/R, la transcripcion de la enzima y-enolasa descendio
significativamente en los animales de 3 meses en el hipocampo, pero en la
corteza cerebral no se observaron cambios significativos. En los animales de
18 meses se observaron descensos significativos en todas las estructuras, pero
curiosamente, los descensos en CA1 y CA3 fueron menores que en los
animales de 3 meses. Los ensayos de inmunohistoquimica utilizando como
marcador neuronal NeuN (Figura 21) mostraron diferencias en CA1 entre los
animales sham y los sometidos a I/R, tanto en los animales de 3 como de 18
meses de edad. Estas diferencias son casi indetectables en el caso de la

corteza cerebral.
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Figura 20: Respuesta inflamatoria. Visualizacion de la respuesta microglial mediante el
marcador CD11b en hipocampo (A-F) y corteza cerebral (G-L) en los animales, sham (A-C y
G-l) e isquémicos (D-F y J-L), de 3 meses, tratados (B, E, H, K) y no tratados (A, D, G, J)
con el agente antiinflamatorio meloxicam, asi como en los animales de 18 meses (C, F, I, L).
Nétese el incremento de la microglia en los animales isquémicos y como el tratamiento con
el agente antiinflamatorio inhibe la respuesta microglial.
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Figura 21: Visualizacion de los nucleos neuronales (NeuN) en hipocampo (A-D), con las neuronas piramidales del area CA1 en detalle (E-H),
y en corteza cerebral (I-L) de los animales sham (A, E, I) e isquémicos (B, F, J) de 3 meses y de los animales sham (C, G, K) e isquémicos
(D, H, L) de 18 meses. Obsérvese la pérdida de neuronas piramidales en el area CA1 de los animales sometidos a isquemia, en especial en
los animales de 18 meses.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIINFLAMATORIO

Las Figuras 22-25 muestran los datos de la respuesta transcripcional de
los diferentes genes estudiados en animales de 3 meses sometidos a I/R, asi
como sus correspondientes sham, tratados o no con el antiinflamatorio
meloxicam tras la cirugia. En la mayoria de los genes estudiados se observa
que, en los animales tratados, los niveles de transcripcién de los animales
sometidos a I/R son mas parecidos a los de los animales sham que en el caso
de los animales no tratados, donde las diferencias entre los animales sham e
isquémicos son mas acusadas. Asi, por ejemplo, en animales isquémicos
tratados con el agente antiinflamatorio el nivel de transcripcién observado para
la subunidad NR2A en CA1 es un 70% de la transcripcion observada en los
animales sham, mientras que en los animales no tratados el nivel de
transcripcion desciende drasticamente hasta quedar en un 14% con respecto al
observado en los animales sham. Curiosamente, en CA3, el tratamiento con el
agente antiinflamatorio provocé aumentos en el nivel de transcripcion tras la I/R
en GluR1, GIluR2, ADAR2 (Figura 23). El transportador GLAST presenté un
comportamiento inverso al resto de los genes glutamatérgicos, disminuyendo
su transcripcion tras el tratamiento con meloxicam en todas las estructuras,
salvo en CA3, donde no presenté cambios significativos con respecto a la
transcripcion observada en los animales sham.

El tratamiento de los animales con el agente antiinflamatorio muestra que
la respuesta a la I/R de los marcadores de inflamacion CD11b y GFAP, es
similar a la observada en los animales sham o los incrementos observados no
son tan acusados como en los animales no tratados (Figura 25). Estos datos se

confirman con los ensayos de inmuhistoquimica utilizando CD11b (Figura 20).
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El tratamiento con meloxicam resulté en aumentos significativos en la
respuesta a la I/R de la enzima y-enolasa en algunas estructuras como CA1y
giro dentado, no se detectaron cambios en la corteza cerebral, y en CA3 se
observé un descenso mas moderado que en los animales no tratados (Figura

25).
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Figura 22: Efecto del tratamiento con meloxicam tras la isquemia-reperfusion (I/R).
Cambio relativo (Z’MC‘) en los niveles de ARNm (normalizados con GAPDH) de las
subunidades NR1 (A), NR2A (B) y NR2B (C) del receptor de NMDA entre los animales sham
(linea de puntos) y los animales isquémicos tratados o no con meloxicam. Los descensos
significativos (¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de estas subunidades observados en los
animales no tratados, se atentan en los animales tratados con meloxicam en todas las
estructuras estudiadas. GD (giro dentado); CC (corteza cerebral). Test t de Student de datos
no pareados y doble cola (n=5).
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Figura 23: Efecto del tratamiento con meloxicam tras la isquemia-reperfusion (I/R).
) en los niveles de ARNm (normalizados con GAPDH) de las
subunidades GIuR1 (A) y GIuR2 (B) del receptor de AMPA, asi como de la enzima ADAR2
(C) entre los animales sham (linea de puntos) y los animales isquémicos, tratados o no con
meloxicam. Los descensos significativos (# p<0,05; ¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de
las subunidades del receptor de AMPA observados en los animales no tratados, se atenuan
en los animales tratados con meloxicam en la mayoria de las estructuras estudiadas, incluso
hay un incremento de dichos niveles en CA3. GD (giro dentado); CC (corteza cerebral). Test
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t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).

93



A. GLT-1
2.0+
£
=
o &
o 1.5
S«
=)
P (P I _J. .
68 y ¥
P 1]
o > ¥ ¥
E 'S 0.5-
el il K
0.0 T T T T
CAl CA3 GD cc
ESTRUCTURA CEREBRAL
B. GLAST
2.0+
£ ¥
[ =
o & 157 = -+ _ ,
% : =3 zin meloxdcam
'TL: ‘E e PS—— # | | & wmmconmeloxicam
0 =
£ 0.5+
o8
U.n 1 L | ]
cal CA3 GD ccC
ESTRUCTURA CEREBRAL
- EAAC1
2.05
E
=
o =
o 1.54
2
s 3 #
23 ¥ X ¥
ESos{ ¥
5] E |_|
IJ.D- T LI L]
cal CA3 GD ccC
ESTRUCTURA CEREEBRAL

Figura 24: Efecto del tratamiento con meloxicam tras la isquemia-reperfusion (I/R).
Cambio relativo (Z’MC‘) en los niveles de ARNm (normalizados con GAPDH) de los
transportadores de membrana GLT-1 (A), GLAST (B) y EAAC1 (C) entre los animales sham
(linea de puntos) y los animales isquémicos, tratados o no con meloxicam. En varias
estructuras, el tratamiento con meloxicam atenué la respuesta de los transportadores
observada en los animales no tratados, pero esta atenuacion no se observé en otras
estructuras para el transportador EAAC1. GD (giro dentado); CC (corteza cerebral). Test t
de Student de datos no pareados y doble cola (# p<0,05; ¥ p<0,01; n=5).
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Figura 25: Efecto del tratamiento con meloxicam tras la isquemia-reperfusion (I/R).
Cambio relativo (Z’MC‘) en los niveles de ARNm (normalizados con GAPDH) de los
marcadores de inflamacion CD11b (A) y GFAP (B), asi como de la enzima y-enolasa (C)
entre los animales sham (linea de puntos) y los animales isquémicos, tratados o no con
meloxicam. En todas las estructuras estudiadas, el tratamiento con meloxicam atenua
enormemente los incrementos significativos (# p<0,05; ¥ p<0,01) en los niveles de ARNm de
los marcadores de inflamacién observados en los animales no tratados. Los descensos
observados en los niveles de ARNm de la y-enolasa también se atenuan, o incluso
aumentan, como consecuencia del tratamiento con meloxicam. GD (giro dentado); CC
(corteza cerebral). Test t de Student de datos no pareados y doble cola (n=5).
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DISCUSION
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DISCUSION

EFECTO DE LA EDAD

RECEPTOR DE NMDA

El uso de distintas técnicas muestra que los niveles del receptor de NMDA
parecen disminuir con la edad. En este sentido, estudios de unién de
radioligandos con homogeneizados de membrana (Bonhaus et al., 1990;
Magnusson y Cotman 1993; Magnusson 1995; Tamaru et al., 1991; Wenk et
al., 1991; Wenk y Barnes 2000), asi como estudios de autorradiografia
(Magnusson et al., 2006) describen descensos dependientes de la edad en los
niveles del receptor de NMDA. Sin embargo, en otros estudios no se han
encontrado evidencias de disminucién en los niveles del receptor de NMDA
asociada a la edad (Liu et al., 2008; Maffucci et al., 2009). Los resultados de
Western blot del presente estudio muestran descensos en la mayoria de las
subunidades del receptor de NMDA, siendo estos descensos muy notables en
la corteza cerebral en el caso de las subunidades NR1 y NR2A. Esto contrasta
con los resultados obtenidos para los niveles de ARNm, en los cuales no se
detectan cambios o aparecen incrementos en las subunidades NR1, NR2A vy
NR2B cuando se comparan los datos de los animales sham de 3 y de 18
meses en las diferentes estructuras estudiadas (Figura 10). Estos resultados
sugieren que en los animales de mayor edad se requieren mayores niveles de
ARNm de las subunidades del receptor de NMDA para mantener la expresiéon
de los mismos. Hay que sefalar que algunos estudios de hibridacion in situ

realizados en ratones de 3, 10 y 30 meses de edad, describen descensos
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dependientes de la edad en el gen €2 (NR2B) en algunas areas hipocampales,
sin detectar diferencias significativas para los genes €1 (NR2A) ni {1 (NR1)
(Magnusson et al., 2006). Las diferencias existentes entre especies y las
diferentes edades utilizadas en cada estudio podrian explicar las diferencias
encontradas entre los datos de nuestro estudio y los observados por

Magnusson y colaboradores en ratones.

RECEPTOR DE AMPA Y ADAR2

Los receptores de AMPA parecen disminuir de una manera dependiente
de la edad. Los estudios de autorradiografia (Miyoshi et al., 1991; Tamaru et
al.,, 1991) y de union de radioligandos con homogeneizados de membrana
(Wardas et al., 1997; Wenk y Barnes 2000) describen descensos o falta de
modificaciones en el receptor de AMPA, mientras que mediante técnicas de
hibridacién in situ se ha observado que los niveles de ARNm de las
subunidades GIuR1 y GIuR2 disminuyen en el hipocampo de ratas de 24
meses de edad (Pagliusi et al., 1994). Estudios previos realizados en animales
de 3 meses de edad indicaron niveles hipocampales de ARNm y proteina de
las subunidades GIuR1 y GIuR2 mas altos que los observados en la corteza
cerebral (Dos-Anjos et al., 2009b). El presente estudio confirma esta relaciéon
hipocampo/corteza cerebral en los animales de 18 meses. Hemos de senalar
que nuestros datos comparando el efecto de la edad provienen de animales
sham, pero previamente hemos realizado estudios comparativos de los niveles
ARNm de GIuR1 y GIuR2 entre animales sham y animales naive y no hemos
observado diferencias significativas ni en animales de 3 meses ni en animales

de 18 meses. Las diferencias dependientes de la edad en los niveles de ARNm
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de las subunidades GIuR1 y GIuR2, asi como en los niveles de proteina de la
subunidad GluR2, en todas las estructuras salvo en CA1, indican que la
expresion de estos genes se modifica con la edad de una manera dependiente
de la estructura. Este hecho sugiere que las distintas areas presentan una
regulacion diferencial de la traduccibn y de las modificaciones post-
traduccionales, incluyendo, por ejemplo, modificaciones en el recambio de
proteinas. Ademas, aunque se han sefialado descensos dependientes de la
edad en los niveles de ARNm de las subunidades del receptor de AMPA,
también se han descrito incrementos en el ratio GIluR1/GIuR2 en el hipocampo
de animales de 24 meses de edad (Pagliusi et al., 1994), lo cual puede
observarse también en nuestros datos de hipocampo de las ratas de 18 meses,
especialmente en CA3. Esto sugiere que, en el hipocampo, el declive
dependiente de la edad de la subunidad GIuR2 seria anterior al de la
subunidad GIluR1. Sin embargo, en la corteza cerebral el ratio GIuR1/GIluR2 en
los animales de 18 meses no se modifica. Por tanto, parece que la disminucion
en la expresion del receptor de AMPA asociada a la edad es diferente en el
hipocampo y en la corteza cerebral.

Para tratar de correlacionar las modificaciones de la subunidad GIuR2 con
las de su mecanismo de expresion, se analizaron también los niveles de ARNm
de la enzima ADARZ2, la cual participa en la edicion del ARNm de la subunidad
GluR2. Curiosamente, los mayores niveles de ARNm de esta enzima en los
animales de 18 meses en relacion a los animales de 3 meses contrastan con la
disminucion de los niveles de ARNm de su sustrato, GluR2. Discrepancias en
la expresion de ADAR2 y GIuR2 han sido descritas previamente en estudios de

desarrollo mediante técnicas de hibridacién in situ, los cuales mostraron como
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el patron de expresion de la enzima ADAR2 en ratas de 3 meses de edad
presentaba poca o nula correspondencia con los patrones de expresion de sus
sustratos, GIuR2 y el receptor de serotonina 5-HT,c (Paupard et al., 2000).
Otros estudios de hibridacion in situ realizados en ratas de 22-24 meses de
edad indicaron que se mantenian niveles similares del ARNm de 5-HTyc a los
observados en ratas adultas de 8 meses de edad (Yau et al., 1999), por lo que
la expresion de este receptor serotonérgico no explicaria los incrementos
asociados a la edad en los niveles de ARNm de la enzima ADAR2 observados
en este trabajo y, hasta el momento, no tenemos una explicacion satisfactoria

para estas discrepancias.

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

Los niveles de los ARNm de los distintos transportadores estudiados
parecen mantenerse o disminuir con la edad, en contraste con los incrementos
asociados a la edad en los niveles de ARNm de algunas subunidades de los
receptores de NMDA y AMPA discutidos en los apartados anteriores. Algunos
estudios realizados en estriado indican que el tiempo necesario para la
eliminacién del glutamato en la sinapsis se alarga con la edad (Nickell et al.,
2007), lo cual estaria de acuerdo con una disminucion dependiente de la edad
en el numero (o eficacia) de los transportadores. En varias cepas de roedores,
se han descrito descensos dependientes de la edad en el contenido de
glutamato tanto en la corteza cerebral como en el hipocampo (Banay-Schwartz
et al., 1989; Benedetti et al., 1991; Saransaari y Oja 1995; Strolin Benedetti et
al.,, 1990). Esto podria ser interpretado como un déficit metabdlico en el

glutamato o como un reflejo de la pérdida neuronal (Segovia et al., 2001). Por
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tanto, es posible que con la edad se produzca una disminucidn en la liberacién
glutamatérgica, de modo que se requeririan menos transportadores, pero seria
preciso un mayor numero de receptores glutamatérgicos para mantener la
respuesta al glutamato.

En términos generales, la edad conduce a niveles mas altos de expresion
en los ARNm de GLT-1 y EAAC1 en los animales sometidos a I/R y a niveles
mas bajos de GLAST, lo que sugiere que la gliosis inducida por I/R no lleva
aparejado un aumento en la transcripcion de los transportadores

glutamatérgicos gliales.

EFECTO DE LA I/R EN LOS DOS GRUPOS DE EDAD

RECEPTOR DE NMDA

Hemos descrito previamente que, en animales de 3 meses la isquemia
global transitoria seguida de 48 horas de reperfusion produce un descenso
notable de la transcripcion de las principales subunidades que conforman el
receptor de NMDA y que este descenso es mas acusado en el hipocampo que
en la corteza cerebral (Dos-Anjos et al., 2009a). Tras este tiempo de
reperfusion puede observarse una muerte neuronal retrasada tanto en los
animales de 3 como de 18 meses (Figura 21). Los datos de este estudio
muestran que la edad juega un importante papel en la respuesta transcripcional
del receptor de NMDA inducida por el dano isquémico, de modo que los
animales de 18 meses no responden o lo hacen mas débilmente. Esto
contrasta con la fuerte respuesta observada en los animales de 3 meses. Los
resultados de los ensayos de Western blot confirman que los descensos

observados en los niveles de ARNm como consecuencia del dafno isquémico

101



se corresponden con descensos en los niveles de proteina de estas
subunidades, permitiéndonos concluir que la I/R da lugar a una down-regulation
de la expresion del receptor de NMDA. Se ha sugerido que esta down-
regulation podria ser un mecanismo mediante el cual las células serian menos
receptivas a la sobreactivacion por glutamato (Wong et al., 2001). Asimismo, se
ha sugerido la hipétesis de una “parada traduccional” como mecanismo de
respuesta a la isquemia (DeGracia et al., 2008). Los datos del descenso en la
transcripcion en el receptor de NMDA descrito en animales de 3 meses (Dos-
Anjos et al., 2009a) y los datos aqui presentados indican que la down-
regulation que sigue al episodio isquémico estd controlada a nivel
transcripcional, por lo que podriamos hablar de una “parada transcripcional”.
Sin embargo, no podemos descartar los efectos que podria tener la I/R en
etapas posteriores de la expresion proteica, por ejemplo en la estabilidad del
ARNm, la traducciéon o en el ensamblaje y clasificacion de proteinas entre
otros.

En los animales de 18 meses, esta “parada transcripcional” es mas débil,
pero los resultados del marcado con NeuN indican mayor dafio neuronal. Esto
sugiere que la “parada transcripcional” podria estar actuando como un
mecanismo de proteccion frente al proceso isquémico, de modo que a mayor
‘parada transcripcional”’, mayor proteccion frente al dafo isquémico. Sin
embargo, esta idea contrasta con la diferente vulnerabilidad descrita para la I/R
en las distintas areas del cerebro aqui estudiadas, tanto en los animales de 3
como de 18 meses. Asi, areas descritas como mas vulnerables a la isquemia
(como es el caso del hipocampo) presentan una mayor “parada transcripcional”

que la observada en las estructuras mas resistentes (como la corteza cerebral).
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Ademas, areas hipocampales con diferencias en la vulnerabilidad al dafo
isquémico (CA1 y CA3) (Jamison et al., 2008; Martone et al., 2000; Zou et al.,
2005), presentan una “parada transcripcional” similar tanto en los animales de 3
meses como en los de 18 meses. Por tanto, el control transcripcional del
receptor de NMDA no parece explicar todos los aspectos de la vulnerabilidad
diferencial a la isquemia. No obstante, parece evidente que el control de la
transcripcion de los genes del receptor de NMDA estd implicado en la
respuesta a la isquemia, probablemente para proteger de la sobreactivacion
provocada por el glutamato tras el episodio isquémico. La mayor vulnerabilidad
asociada a la edad podria explicarse por un descenso en la eficiencia del

control transcripcional.

RECEPTOR DE AMPA 'Y ADAR2

También hemos descrito previamente descensos acusados en los niveles
de ARNm vy proteina de las subunidades del receptor de AMPA, GIuR1 vy
GluR2, tanto en hipocampo como en corteza cerebral en animales de 3 meses
de edad (Dos-Anjos et al., 2009b). Los resultados del presente estudio
muestran que la edad también juega un papel importante en la transcripcion de
estos receptores, atenuando o incluso produciendo una reversion de los
efectos de la I/R observados en los animales de 3 meses de edad. Asi, en la
corteza cerebral, la edad puede atenuar los efectos de la I/R impidiendo
observar diferencias entre animales sham y animales sometidos a isquemia
(por ejemplo en GIuR1), o incluso provocar un aumento en la expresion de los
animales sometidos a isquemia (por ejemplo GIuR2) con respecto a los sham.

Estos datos proporcionan soporte adicional a la hipdtesis indicada
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anteriormente de que la “parada transcripcional” ocasionada por la I/R se
debilita con la edad. Los datos de hipocampo dan soporte a la hipotesis de que
el proceso isquémico activa algun mecanismo encargado de reducir la
expresion de algunos genes, como por ejemplo una disminucion de su
transcripcion, una mayor tasa de degradaciéon de sus ARNm, o la “parada
traduccional” descrita por DeGracia y colaboradores (DeGracia et al., 2008). En
este sentido, la “parada traduccional” podria proporcionar protecciéon frente al
dafio isquémico y su eficacia dependeria de la edad del individuo y de la
estructura afectada, lo que podria explicar las diferencias en la vulnerabilidad a
la isquemia y por qué los animales de mayor edad, con un mecanismo de
respuesta menos eficiente, son mas vulnerables a la I/R.

Se ha senalado que los cambios en los niveles de calcio intracelular en
neuronas envejecidas pueden jugar un papel en la mayor vulnerabilidad a la
neurodegeneracion. Asi, los experimentos de sefializacién de niveles de Ca?*
realizados in vivo en neuronas individuales, mostraron que la concentracion
intracelular de calcio en las neuronas procedentes de animales de 24 meses
podia duplicarse con respecto a la concentracion detectada en las neuronas
procedentes de animales de 2 meses (Hajieva et al., 2009). De acuerdo con la
“hipotesis GIuR2”, se observa un descenso ocasionado por la I/R en la
expresion de GIluR2 en todas las estructuras estudiadas. Sin embargo, esa
down-regulation transcripcional también se observa en otros genes, como los
que codifican para las subunidades del receptor de NMDA (Dos-Anjos et al.,
2009a) y para algunos transportadores glutamatérgicos. Aunque en la corteza
cerebral esa down-regulation es menor que en el hipocampo, no se han

observado diferencias entre las distintas areas hipocampales, en las que
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también se ha descrito una vulnerabilidad diferencial. Ademas, la respuesta
transcripcional de la enzima ADAR2, que cataliza la edicion de Q/R de la
subunidad GIuR2 impidiendo el paso de calcio a través del canal del receptor
de AMPA (Jonas y Burnashev 1995), no muestra tampoco diferencias
evidentes entre las distintas areas hipocampales. Sin embargo, las
modificaciones en la proporcion GluR1/GluR2, que podrian en cierto modo ser
indicativas de la vulnerabilidad diferencial, parecen estar claramente
modificadas por la I/R y la edad, sugiriendo que la “hipétesis GIuR2” (Pellegrini-
Giampietro et al., 1997) podria estar jugando un papel en la vulnerabilidad.
Estudios electrofisiolégicos en animales jévenes 42 horas después de la
isquemia, indican que las corrientes post-sinapticas excitatorias del receptor de
AMPA muestran una rectificacion hacia adentro mas pronunciada y un
incremento de la sensibilidad para bloqueantes selectivos de los receptores de
AMPA que no contienen la subunidad GluR2 en CA1, sugiriendo que estos
receptores permeables al calcio son dianas terapéuticas importantes para
prevenir la muerte neuronal retrasada (Noh et al., 2005). Todos estos datos
apoyan la idea de que la isquemia induce cambios a largo plazo en la
permeabilidad de los receptores de AMPA mediante cambios en la expresion
geénica, por lo que su control podria ser una importante diana terapéutica. Sin
embargo, parece que la “hipotesis GIuR2” por si misma no explicaria la
vulnerabilidad diferencial entre corteza cerebral e hipocampo o entre las
diferentes areas del hipocampo, y parece que la “parada transcripcional” de los
genes del sistema glutamatérgico explicaria mejor estas diferencias, aunque
ninguno de estos mecanismos explica completamente la vulnerabilidad

diferencial en el hipocampo.
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TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

En contraste con la homogeneidad observada en la respuesta a la I/R de
los receptores glutamatérgicos de AMPA y NMDA indicada previamente, los
transportadores de glutamato presentan una gran diversidad en su respuesta.
El caracter glial o neuronal de estos transportadores (Berger y Hediger 1998;
Danbolt 2001) podria reflejar las diferencias observadas en la respuesta a la I/R
en los transportadores estudiados en este trabajo, especialmente notables

cuando se compara GLAST frente a GLT-1 y EAAC1.

Efecto de la I/R en el transportador GLT-1

Mediante diversas técnicas de marcado con anticuerpos se ha
demostrado que GLT-1 es el EAAT dominante en el individuo adulto (Furuta et
al., 1997; Northington et al., 1999). Estos datos de proteinas concuerdan con
nuestros datos, en los que los niveles de ARNm para este transportador son un
orden superior al de los observados en los otros dos EAATs estudiados. Esto
sugiere un papel mas relevante de GLT-1 en la recaptacion del glutamato
extracelular y seria esperable que este transportador jugara el papel principal
en la eliminacion del glutamato tras la I/R.

El cambio inducido por la I/R en los niveles de ARNm de GLT-1 es
comparable al observado en los receptores de NMDA y AMPA en animales de
3 meses (Dos-Anjos et al., 2009a; Dos-Anjos et al., 2009b) y 18 meses, como
se ha senalado anteriormente. Esto sugiere que el efecto del dafo isquémico
no sélo se asocia a los receptores ionotrépicos sino a todo el sistema de
transmision glutamatérgica. Esta respuesta es opuesta a la observada, en los

animales de 3 meses, en los niveles de ARNm de la proteina glial GFAP
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(Figura 15), lo que indica una correlacion inversa en la transcripcion de GFAP y
GLT-1. Se ha descrito que el ARNm de GLT-1 se encuentra tanto en astroglia
como en neuronas (Berger y Hediger 1998; Chen et al., 2004; Torp et al., 1994)
y que las neuronas son mas vulnerables a la deficiencia de oxigeno que los
astrocitos, la oligodendroglia o la microglia (Vallet y Charpiot 1994), lo que
sugiere que la respuesta a la I/R del transportador GLT-1 estaria mas
relacionada con cambios neuronales que gliales. La respuesta opuesta entre
GLT-1 y GFAP se observa también en los animales de 18 meses, aunque
atenuada, es decir, los descensos y los aumentos son de menor magnitud que
en los animales de 3 meses. Los datos de los animales de 18 meses, por tanto,
proporcionan soporte adicional a la hipétesis de que la respuesta de GLT-1 a la

I/R se relaciona con cambios en las neuronas.

Efecto de la I/R en el transportador GLAST

En contraposicion a la respuesta descrita para el transportador GLT-1, el
efecto de la I/R en los niveles de ARNm del transportador GLAST en los
animales de 3 meses de edad depende de la estructura. En este sentido, se
observaron incrementos en los niveles de ARNm de GLAST como
consecuencia del dafo isquémico en CA3 y corteza cerebral, regiones
descritas como mas resistentes a la I/R (Gee et al., 2006; Jiang et al., 2004;
Kumari Naga et al., 2007; Stanika et al., 2009), mientras que en las zonas mas
vulnerables, como CA1 (Jamison et al., 2008; Martone et al., 2000; Zou et al.,
2005) , no se observaron cambios dependientes de la I/R en dichos niveles. En
los animales de 18 meses se observa en términos generales este patron de
respuesta a la I/R, aunque de forma menos acusada. Asi, GLAST responde de

forma opuesta a GLT-1 en los animales de 3 meses y de forma diferente,
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aunque no exactamente opuesta, en los animales de 18 meses. La regulacién
diferencial para cada uno de los transportadores dentro de la misma célula glial
(Berger y Hediger 1998; Gegelashvili y Schousboe 1997) podria explicar las
diferencias en la respuesta a la I/R entre los transportadores GLT-1 y GLAST.
La expresion de GLT-1 requiere varios factores neuronales que no son
necesarios para la expresion de GLAST (Gegelashvili et al., 1997; Swanson et
al., 1997b), y GFAP es esencial para el mantenimiento el transportador GLAST
en la membrana de los astrocitos tras un episodio isquémico (Sullivan et al.,
2007). El gran aumento de los niveles de GFAP debido a la gliosis que sigue a
la I/R podria explicar el aumento de los niveles de GLAST, pero incluso
considerando una diferente regulacion, parece dificil que el aumento en la
gliosis dé lugar a una disminucién de transportadores gliales. Parece mas
l6gico pensar que el dafio neuronal es el principal responsable de la
disminucién de los transportadores GLT-1 y la gliosis la responsable del

aumento de los transportadores GLAST.

Efecto de la I/R en el transportador EAAC1

La mayoria de las neuronas expresan EAAC1, al menos en pequeias
cantidades, e independientemente de la region del cerebro donde se
encuentren (Rothstein et al., 1994), debido al importante papel del glutamato en
el metabolismo celular como precursor en la sintesis de GABA (Berger y
Hediger 1998). Dado que EAAC1 es un transportador especifico de neuronas
(Berger y Hediger 1998; Bjoras et al., 1996; Kanai and Hediger 1992; Rothstein
et al., 1994), sus cambios en respuesta a la I/R reflejan modificaciones

neuronales. La similitud en el patron de respuesta a la I/R de EAAC1 y GLT-1,
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tanto en animales de 3 meses como de 18 meses, apoya la hipétesis de que
las modificaciones en GLT-1 son debidas a cambios neuronales y no a gliosis.
Las neuronas liberan glutamato como neurotransmisor, el cual es
transportado hacia el citosol de las células gliales, donde es transformado en
glutamina. Esta glutamina es liberada de nuevo al espacio extracelular, desde
donde es transportada al citosol de las neuronas para la sintesis de glutamato
(Segovia et al., 2001). Tanto las neuronas como los astrocitos presentan una
alta capacidad de recaptacion de glutamato (Segovia et al., 2001), pero la
astroglia se considera el sitio mas importante en la recaptacion de glutamato en
regiones de alta actividad glutamatérgica (Rothstein et al., 1996; Schousboe y
Divac 1979; Schousboe 1981). Los resultados obtenidos en este trabajo
concuerdan con estos datos y sugieren que tras la I/R se produce una up-
regulation de GLAST en las células gliales que actia como mecanismo
principal en la eliminacion del glutamato extracelular. Los descensos en los
niveles de ARNm de EAAC1 y GLT-1 podrian ser el reflejo de la muerte
neuronal retrasada, o quiza una down-regulation de estos transportadores para
reducir la recaptacion de glutamato al citosol de las neuronas. Esto podria
conducir a una disminucion de la transmisién glutamatérgica, lo que también
estaria en concordancia con la down-regulation de los receptores ionotropicos

de NMDA y de AMPA tras el episodio isquémico.

v-ENOLASA

La y-enolasa es una enzima que cataliza la transformacién de 2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato durante la glucdlisis y que se libera como

consecuencia del dafio neuronal, por lo que ha sido utilizada como marcador
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de dafio tras un episodio isquémico (Hardemark et al., 1988), ya que una
concentracion elevada de esta proteina en liquido cefalorraquideo indica dafio
en las células que expresan esta proteina (Barone et al., 1993a; Hay et al.,
1984). Mas recientemente, se ha indicado que, ademas de sus funciones
enzimaticas, esta proteina puede jugar otros papeles. Por ejemplo, se ha
sefalado que actua como factor neurotrofico, proteina de estrés hipdxico,
proteina de unién a c-Myc, factor de transcripcion o proteina de unién a
plasminégeno, y algunas de estas funciones no glicoliticas parecen estar
implicadas en hipoxia, isquemia y enfermedad de Alzheimer (revisado por
Butterfield y Lange 2009). La pérdida de integridad de la membrana en las
neuronas danadas permite la salida de la proteina y-enolasa, y se ha sefialado
la existencia de picos de esta proteina a las 48 horas de la I/R, que se han
correlacionado con muerte neuronal retrasada {{260 Barone,F.C. 1993}}. Los
niveles de transcripcion observados en nuestro estudio corresponden a
neuronas supervivientes en este tiempo de reperfusion, dado que el ARNm de
las neuronas muertas se degrada rapidamente. Por tanto, los niveles de ARNm
de esta enzima podrian ser usados como marcadores de las neuronas que
estan vivas en el momento de la obtencion de la muestra. La similitud en la
respuesta entre la y-enolasa y GLT-1 proporciona apoyo adicional a la hipétesis
previamente discutida de que la respuesta de GLT-1 a la I/R es de caracter

mas neuronal que glial.

RESPUESTA INFLAMATORIA

Para detectar la respuesta inflamatoria que sigue al dano isquémico, en

este trabajo se han utilizado un marcador astroglial (GFAP) y un marcador
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microglial (CD11b) (Kim y de Vellis 2005; McGeer y McGeer 1995; Yatsiv et al.,
2005), ya que son los marcadores mas utilizados para cuantificar la inflamacién
cerebral ocasionada por procesos como el dafio isquémico (Giovannoni 2006;
Hamby et al., 2007; Khairnar et al., 2009; Massaro et al., 1990). Nuestros datos
confirman que la inflamacion aumenta tras la isquemia (Block et al., 2005;
Harting et al., 2008; Stoll et al., 1998; Yamashita et al., 1996) y con la edad
(Prolla y Mattson 2001; Sparkman y Johnson 2008). El incremento en los
marcadores de la respuesta inflamatoria como consecuencia de la I/R parece
correlacionarse con la vulnerabilidad diferencial a este dafio en los animales de
3 meses. Asi, tras la I/R, el incremento en los niveles de ARNm de estos
marcadores es menor en CA1, area mas vulnerable a la isquemia, que en CA3
y corteza cerebral, areas mas resistentes (Davolio y Greenamyre 1995; Ordy et
al., 1993; Wilde et al., 1997; Yang et al., 2000).

En los animales de 18 meses esta correlacion es menos evidente para
GFAP, aunque sus niveles de ARNm siguen incrementandose mas tras el
proceso isquémico en las areas mas resistentes, pero esta correlacion ya no es
tan clara para el marcador CD11b. Los datos obtenidos en los animales de 3
meses, sugieren que las areas mas vulnerables al dafio isquémico tienen una
menor respuesta inflamatoria tras la I/R que las areas menos vulnerables, lo
que sugiere que la inflamacion podria actuar como un mecanismo de
proteccion frente a la isquemia mas que como un mecanismo adicional de
dafio. Los resultados de los animales de 18 meses apoyan esta idea, dado que
los niveles de ARNm de GFAP y CD11b muestran un incremento menos
acusado que el observado en los animales de 3 meses, lo que concuerda con

la mayor vulnerabilidad de los animales de edad avanzada al dafno isquémico
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(Ay et al., 2005). Se ha senalado una pérdida de la microglia y de las funciones
neuroprotectoras de la misma en el cerebro de animales viejos (Streit et al.,
2008) lo que podria explicar la menor respuesta inflamatoria de los animales de

18 meses.

EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIINFLAMATORIO

Para inhibir el efecto de la respuesta inflamatoria tras el dafio isquémico,
se utilizd un agente antiinflamatorio (meloxicam) durante el periodo de
reperfusion en los animales de 3 meses. Los estudios de inmunohistoquimica
con el marcador de microglia CD11b demuestran que el tratamiento con este
agente es capaz de inhibir el incremento en la respuesta inflamatoria tras la I/R
(Figura 20). La inhibicién de la inflamacion dio lugar a una notable atenuacion
de los cambios observados inducidos por la I/R en los niveles de ARNm de
todos los genes estudiados (Figuras 22-25), sugiriendo que la inflamacion
podria estar involucrada en el control de la transcripcion de dichos genes tras el
proceso de isquemia. Es decir, el uso de este agente antiinflamatorio tras la I/R
atenua el incremento de los marcadores de inflamacion y bloquea la down-
regulation inducida por la I/R en el resto de genes en la mayoria de las
estructuras estudiadas. Este trabajo indica que los niveles de ARNm de GFAP
y CD11b son parametros que permiten cuantificar los niveles de inflamacion, en
este sentido, el meloxicam parece producir un mayor efecto antiinflamatorio en
todas las areas del hipocampo que en la corteza cerebral.

Uno de los resultados mas interesantes del tratamiento con meloxicam es
que la atenuacion de la respuesta a la I/R en la transcripcion de las

subunidades del receptor de AMPA es incluso invertida en CA3, donde el
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tratamiento con meloxicam dio lugar a un incremento en la transcripcion en vez
de la reduccién observada en los animales no tratados tras la I/R. La misma
inversion se observa en el caso de ADAR2, por lo que es posible que el control
transcripcional en este area del hipocampo podria relacionarse con su menor
vulnerabilidad a la isquemia (Gee et al., 2006; Jamison et al., 2008). De todos
modos, la corteza cerebral, estructura también considerada resistente al dafio
isquémico, no responde de la misma manera que CA3. Esto nos lleva a pensar
que las diferencias en el control transcripcional entre las diferentes estructuras
parece ser s6lo una pequena pieza mas del puzle multifactorial responsable de
la vulnerabilidad a la isquemia.

La inhibicion de COX-2 por meloxicam (Nogawa et al., 1998) proporciona
datos adicionales sobre la diferencia en la regulacién de la expresion de
GLAST frente a GLT-1, EAAC1 y y-enolasa. El notable descenso en los niveles
de ARNm de GFAP y GLAST en respuesta a la I/R en los animales tratados
con meloxicam que apoya la correlaciéon entre GFAP y GLAST mencionada en
parrafos anteriores. La localizacion neuronal de EAAC1 (Berger and Hediger
1998; Bjoras et al., 1996; Kanai and Hediger 1992; Rothstein et al., 1994) y -
enolasa (Barone et al., 1993a; Hay et al., 1984) permiten considerarlos como
marcadores neuronales. La atenuacion de la respuesta de EAAC1 y y-enolasa
tras el tratamiento antiinflamatorio mostrado en este estudio sugiere que el
tratamiento con meloxicam impide la muerte neuronal retrasada. Los datos
sobre GLT-1 en los animales tratados con meloxicam estan en concordancia
con la hipétesis indicada previamente de que su modificacion por la I/R es
fundamentalmente neuronal y no glial. Dado que el tratamiento con meloxicam

aumenta la mortalidad en los animales sometidos a I/R se plantea la cuestién
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de si la prevencion de la muerte neuronal con agentes antiinflamatorios como el
meloxicam es ventajosa o contraproducente para la supervivencia de los
animales sometidos al dafio isquémico. Aunque no hemos hecho un estudio
detallado, se observd una mayor mortalidad en los animales de 3 meses
sometidos a I/R tratados con meloxicam que en los no tratados. Solamente se
realizaron 5 ensayos en animales de 18 meses sometidos a I/R, pero todos
ellos murieron tras el tratamiento con meloxicam, lo que nos disuadié de usar
este tratamiento en los animales de 18 meses (al menos en nuestra condicién
experimental). Es posible que el bloqueo de COX-2 inhiba la “parada
transcripcional” que, hipotéticamente, seria un mecanismo protector frente al
dafo isquémico, esto inhibiria la muerte neuronal retrasada pero disminuiria las

posibilidades de supervivencia del animal.
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1)

CONCLUSIONES

La isquemia produce un importante descenso en la transcripcion de
los genes de los receptores de NMDA y AMPA al cual nos referimos
como "parada transcripcional", un mecanismo que probablemente
protege de la sobreactivacidn provocada por el glutamato tras el
episodio isquémico. Este mecanismo parece ser menos eficaz en los
animales de viejos que en los jévenes.

Ischemia results in an outstanding decrease in the NMDA and AMPA
receptor gene transcription, here referred to as "transcriptional arrest",
which we consider as a protective mechanism for glutamatergic
overexcitation triggered by ischemia-reperfusion. This mechanism
seems to be less efficient in aged than in young animales

Este mecanismo de "parada transcripcional" no es una respuesta
generalizada para todos los genes del sistema glutamatérgico, ya que
algunos transportadores de glutamato pueden incluso aumentar la
transcripcion tras el proceso de isquemia-reperfusion.

The “transcriptional arrest” mechanism is not a general response for all
the glutamatergic system genes, since some glutamate transporters
can even increase their transcription following ischemia-reperfusion.

El mayor o menor nivel de transcripcion de muchos de los genes del
sistema glutamatérgico puede explicar, al menos en parte, la
vulnerabilidad diferencial entre la corteza cerebral y el hipocampo,
aunque no es suficiente para explicar la vulnerabilidad diferencial de

las diferentes areas hipocampales.
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Differences in the transcriptional activity for many of the glutamatergic
system genes may explain, at least partially, the differential
vulnerability between cerebral cortex and hippocampus, although it
does not account for the differential vulnerability among the
hippocampal areas.

4) La respuesta en la expresion génica de los receptores
glutamatérgicos y de los marcadores gliales que se produce tras la
isquemia-reperfusién en los animales jévenes aparece atenuada en
los animales viejos, lo que puede explicar parcialmente la mayor
vulnerabilidad de éstos a la isquemia. Sin embargo, las modificaciones
dependientes de la edad en la relacion entre las subunidades GIuR1 y
GluR2 del receptor de AMPA, indican que la permeabilidad de este
receptor al calcio también juega un papel importante en la mayor
vulnerabilidad de los animales viejos a la isquemia.

The glutamatergic receptor and glial marker gene response to the
ischemia-reperfusion injury in young animals is attenuated in aged
animals, which can partially explain the age-dependent increased
vulnerability to ischemia. However, the age dependent modifications in
the AMPA receptor GIuR1/GIuR2 ratio indicates that calcium
permeability of this channel also plays an important role in the age-
dependent increased vulnerability to ischemia.

La respuesta a la isquemia-reperfusion observada en la transcripcion
de la y-enolasa y los transportadores GLT-1 y EAAC1, indican que la
respuesta del transportador GLT-1, que se expresa tanto en neuronas

como celulas gliales, parece debida principalmente a cambios en las
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neuronas mas que a cambios en las células gliales, y podria ser
utilizado como marcador de la respuesta neuronal a la isquemia.

The response to ischemia-reperfusion observed for y-enolase, and for
the GLT-1 and EAAC1 transporters, indicates that the response of the
glial and neuronal GLT-1 seems to be mainly neuronal rather than glial,
and this transporter could be used as a marker in the neuronal
response to the ischemia.

Tras el tratamiento con el agente antiinflamatorio meloxicam se
observé un aumento en la mortalidad de los animales sometidos a
isquemia-reperfusion lo que sugiere que la inflamacién favorece la
supervivencia del individuo al dafio isquémico.

The treatment with the antiinflammatory agent meloxicam increased
the mortality of the ischemia-reperfusion injured animals. This suggests
that inflammation favors animal survival to the ischemic damage.

Los datos de los niveles de ARNm de los distintos genes analizados
en este estudio en los animales sometidos a tratamiento con
meloxicam indican que este agente impide que se produzca la “parada
transcripcional”, lo que apoya la hipétesis de que la down-regulation es
un mecanismo que juega un papel crucial en la vulnerabilidad a la
isquemia.

The mRNA data from the different genes analyzed in this study in
animals treated with meloxicam indicate that this agent prevents the
“transcriptional arrest”, supporting the hypothesis that the
transcriptional down-regulation is a protective mechanism that plays a

crucial role in the vulnerability to ischemia.
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