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RESUMEN

EI DHEAS es un neuroesteroide con efecto neuromodulador de la transmision sinaptica y en la
neuroproteccion, sin embargo las vias moleculares a través de las cuales se inducen estos cambios
no estdn completamente claras. Como varios de los neuroesteroides actian a través de los recetores
ionotrépicos de glutamato, se evalud el efecto del DHEAS en las subunidades GluR2 y GIuR3 del
receptor AMPA para esclarecer sus efectos. Con este fin se administr6 DHEAS o una sustancia
control durante 7 dias a ratones C57/BL6. La expresion de las subunidades se evalud por Western
blotting.

Los resultados presentados muestran que la administracion prolongada de 40mg/Rg/dia de DHEAS
aratones C57/BL6 produce un incremento en los niveles de proteina de las subunidades GIuR2/3y
GluR2 del receptor AMPA en el hipocampo.

Dado el papel especifico que juega la subunidad GIuR2 del receptor AMPA en el control de la entrada
de calcio durante los procesos de muerte celular y de plasticidad sinéptica, este hallazgo contribuye
al estudio de los neuroesteroides como una estrategia terapéutica relevante en enfermedades
neurodegenerativas y eventos cerebrovasculares.
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SUMMARY
DHEAS increases levels of GluR2/3 and GluR2, AMPA receptor subunits, in (57BL/6 mice hippocampus

Dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) is a neurosteroid that has effects such as neuromodulator
of synaptic transmission and neuroprotection. The specific signaling pathways for
these effects are not elucidated yet. Given that, some neurosteroids act through the activation of
ionotropic glutamate receptors, therefore the effect of DHEA-S on the subunits GluR2 and GIuR3
of the AMPA receptor was evaluated. Either DHEA-S or a control substance was administered
to C57/BL6 mice. Subunit expression of the AMPA receptor was analyzed by Western blotting.
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Results show that long-term DHEA-S administration to
C57/BL6 mice, increases the protein levels of the
subunits GIuR2 and GIuR2/3 of the AMPA
receptors located in the hippocampus.

Due to the role of AMPA receptor, specifically GIuR2
subunit in the regulation of intracellular calcium levels,
cellular apoptosis, and synaptic plasticity, the study of
neurosteroids as a therapeutic strategy in
neurodegenerative diseases and cerebrovascular
events is very relevant.
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INTRODUCCION

Los neuroesteroides son sustancias que se acumulan en
el sistema nervioso de modo independiente de las fuentes
esteroidogénicas de glandulas endocrinas, los cuales
pueden ser sintetizados de novo en el sistema nerviosoy
acttian principalmente a través de la activacién de
receptores nucleares modificando la transcripcion
genética;' sus efectos en el sistema nervioso en animales
incluyen cambios comportamentales tales como la
facilitacion de procesos de aprendizaje y memoria
asociados a un efecto antiamnésico.? En el contexto
celular, participan en la regulacién del nivel y del flujo de
calcio; también modulan la transmision sindptica a través
de sus efectos directos o indirectos sobre diferentes
receptores de neurotransmisores.’

Entre los neuroesteroides se encuentra la Dehi-
droepiandrosterona (DHEA), hormona esteroidea que
corresponde al mayor producto de secrecion de la glan-
dula suprarrenal; asi mismo, también se encuentra su
forma sulfatada, el sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS).* Ambas sustancias se destacan por estar fre-
cuentemente asociadas con mecanismos de aprendizaje
y memoria;® varios de estos efectos se pueden atribuir a
su capacidad para interactuar directamente con recep-
tores involucrados en procesos sindpticos. Por ejemplo,
el DHEAS acttia como antagonista del receptor GABA, al
interactuar con el sitio de unién a los barbittricos® y pue-
de potenciar la liberacién de norepinefrina que es indu-
cida por N-Metil-D-Aspartato (NMDA)’; su administracion
y la de sulfato de pregnenolona sulfato (PREGS, por sus
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siglas del inglés pregnenolone sulfate) revierte los efec-
tos amnesicos de la escopolamina, la cual bloquea los
receptores colinérgicos muscarinicos mediante el recep-
tor sigmal (o1R, del inglés: sigma 1 receptor).® Por su
parte, la DHEA potencia la actividad eléctrica evocada
por NMDA en las neuronas CA3 del hipocampo via 61R,°
e incrementa el calcio intracelular mediante la activa-
cidn de los receptores de glutamato NMDA. '° Finalmen-
te, tanto el DHEAS como la DHEA reducen la muerte
neuronal inducida por el Rainato en el hipocampo.'!

Varios de los circuitos cerebrales de aprendizaje y
memoria emplean las sinapsis glutamatérgicas como
pivote funcional de excitacién y plasticidad. Los
receptores ionotropicos de glutamato, NMDAR y el
receptor a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-
propionato (AMPAR) son fundamentales para estos
procesos debido a su variada respuesta moduladora y
dindmica temporal.'? El DHEAS es considerado como un
neuroesteroide excitatorio debido a que acttia como
modulador de los receptores NMDA. Por otro lado, varios
de los efectos atribuidos a los neuroesteroides, tales como
la modulacion sindptica y el efecto antiamnésico, pueden
deberse a la activaciéon de 1R, los que a su vez
incrementan las respuestas mediadas por NMDA." Se
ha demostrado sin embargo que la variedad en las
respuestas sinapticas glutamatérgicas provienen del
delicado equilibrio regulador resultante de la
organizacién e interaccidn entre los receptores
inotropicos de glutamato NMDAR y AMPAR. 2 Entre los
neuroesteroides, hasta el momento solo el PREGS ha
mostrado algun efecto indirecto en la modulacion de
AMPA; " siendo la DHEA y el DHEAS dos de los
neuroesteroides con mayor impacto en el aprendizaje y
la memoria, atin no se ha estudiado el efecto de éstos
sobre el receptor AMPA, el cual, como receptor
ionotrépico de glutamato, permite la entrada de sodio'y
de calcio al interior de la célula para favorecer su
despolarizacién y permitir la activacion de diferentes
cascadas de sefalizacion celular. Este receptor se
compone de cuatro subunidades, numeradas de GIuR1 a
GIuR4, las cuales se combinan en un heterotetrdmero
para la formacién del canal. La presencia de la subunidad
GIuR2 define la permeabilidad del receptor a los
diferentes iones."

El objetivo de este estudio es establecer el efecto de la
DHEA y el DHEAS sobre la expresion de las subunidades
GIuR?2 y GIuR3 del receptor de AMPA, debido a la
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importancia de este receptor en procesos de plasticidad
sinaptica, el aprendizaje, la memoria y la supervivencia
neuronal; igualmente, se considera su estudio dada la
repercusion que dichos procesos tienen sobre diferentes
enfermedades neurodegenerativas y neurologicas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Los experimentos se realizaron in vivo en ratones macho
wild type de la cepa C57BL6 a través de la administracion
subcuténea de DHEAS durante siete dias para la posterior
medicion de los niveles de proteina GluR2/3 y GIuR2 en
hipocampo, corteza, cerebelo e hipotalamo. Los ratones
utilizados provinieron del Bioterio SPF de la Sede de
Investigacién Universitaria (SIU), de la Universidad de
Antioquia, su peso se encontraba entre 29 - 39 gy se
mantuvieron en un ciclo luz/oscuridad 12h/12h, con
ingestion de agua y alimentos ad [ibitum. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con las
disposiciones del Comité de Etica de la Universidad de
Antioquia, siguiendo la normativa Colombiana (ley 84 de
1989y laresolucion 8430 de 1993).

Administracion del farmaco

Como farmaco se utiliz6 DHEAS (Sigma-Aldrich) diluido
en DMSO al 5% y solucién salina al 0,9%, el cual se
administré diariamente durante siete dias, por via
subcuténea, entre las 5:00 pmy las 7:00 pm, en dosis de 20
y 40 mg/Rg/dia. Se utilizaron como controles ratones
inyectados con solucion salina y DMSO al 5% (vehiculo).

Después de 24 horas de la aplicacion de la tltima dosis
los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical,
y decapitados para permitir la extraccién del cerebro, el
cual se almaceno a -20 °C. Los cuerpos fueron evaluados
realizando una cuidadosa necropsia para identificar el
aspecto morfoldégico de testiculos, glandulas
suprarrenales y piel. Posteriormente se realiz6 la
diseccion del hipocampo, hipotdlamo, corteza y cerebelo.
Cada una de las muestras fue colocada en tampo6n de
lisis que contenia NaCl 150 mM, Tris pH 7,4 20 mM, Glicerol
al 10%, EDTA 1mM y NP40 al 1%, luego de lo cual fueron
homogenizadas para almacenarlas en alicuotasa—20°C.

Western blotting

La cuantificacién de proteinas se realizd a través del
meétodo de Bradford adicionando a cada muestra 200 uL

del reactivo colorante con la subsecuente medicion de la
unién de éste a una proteina desconocida y
comparandola con cantidades conocidas de albimina
de suero bovino. La medicién se realizd a 595nm en un
espectrofotdmetro (Biorad). Las alicuotas con extracto
de 30 ug de proteina total y tampdn de carga (0,37M Tris;
pH 6,8; 50% glicerol, 10% SDS; 0,5MDTT y azul de
bromofenol) se separaron a través de electroforesis en
geles de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico al 10%.

Después de la electroforesis las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa en un
sistema de transferencia a 250 mA durante dos horas, la
cual se incubd con albimina de suero bovino al 5%, y
Tuego se lavd con Tris Twween 20 buffer saline. (TTBS) y se
incubd con el anticuerpo primario durante una noche.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron GluR2/3
policlonal a una dilucién de 1:1.000 (Producido por Eva
Garcia Galloway en el Instituto Cajal de Espafa, y que
reconoce a ambas subunidades GIuR2 y GIuR3);
anticuerpo GluR2 monoclonal (MAB 397 de Chemicon,
1:1.000), y B-actina (Sigma-Aldrich, 1:1.000). Después de
lavar se incubd con anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa durante una hora, y se lavaron nuevamente
con Tris buffer saline (TBS). Finalmente, la membrana se
revel6 por quimioluminiscenciay la cuantificacién de las
proteinas se realizé por densitometria a traves el software
Quantity One (Bio Rad); para evitar variaciones entre
experimentos todas las muestras fueron procesadas en
paralelo.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con ANOVA seguido de la
prueba post-hoc de Tukey para las comparaciones
multiples empleando el software Prisma 4; los valores
son presentados como la media *+ Error Medio Estandar
(EMS); el asterisco (*) indica diferencia estadisticamente
significativa p<0,05.

RESULTADOS

La administracion de DHEAS produce un efecto
tejido-especifico

Las dosis de DHEAS administradas, asi como su via de
administracién, no produjeron cambios morfoldgicos en
las gldndulas suprarrenales ni en los testiculos (figuran.© 1);
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tampoco se observd fibrosis de la piel que impidiera la
correcta absorcion del tratamiento administrado durante
siete dias (datos no mostrados). Finalmente, las dosis
utilizadas fueron suficiente para observar cambios en
las &reas cerebrales de ratones C57BL/6 que fueron
evaluadas.

La DHEAS modula los niveles de GluR2/3
diferencialmente segun su localizacion en el
cerebro

La administracién de DHEAS en dosis de 20y 40 mg/kg/dia
por 7 dias modifica los niveles de expresiéon de la
subunidad GIuR2/3 de un modo especifico segun la
estructura cerebral estudiada, efecto que fue dosis-
dependiente. Asi, en hipocampo se observa un
incremento estadisticamente significativo (p=0,0080) en
los niveles de GIuR9/3 a una dosis de 40 mg/Rg/dia respecto
al control (figura n.° 2A). En corteza cerebral, al comparar
el grupo control respecto al tratado con 20mg/Rg/dia de
DHEAS, se observa una disminucion estadisticamente
significativa en los niveles de GIuR2/3, con una p=0,0185
(figuran.© 2B).

Por otro lado, la administraciéon de 20 mg/kg/dia de
DHEAS produjo una disminucién significativa (p=0,0479)
de GIuR2/3 en el cerebelo de los animales tratados con

Testiculos

Suprarrenales

respecto al grupo control (figura n.° 2D); una tendencia
similar fue observada en el hipotdlamo, aunque este
ultimo efecto no mostro ser estadisticamente significativo
(figura n.© 2C). Basados en estos resultados se
concentraron los andlisis posteriores en el hipocampo,
debido a que este tejido cuenta con una alta expresion
de receptores ionotropicos de glutamato y es una zona
de gran susceptibilidad a la excitoxicidad por glutamato
en procesos de neurodegeneracion y envejecimiento.

La DHEAS incrementa los niveles especificos de
la subunidad de GluR2 en el hipocampo

Alincrementar la sensibilidad del experimento con un
anticuerpo especifico para la subunidad GIuR2, se
observd que el tratamiento con 40 mg/Rg/dia de DHEAS
durante 7 dias produce un aumento estadisticamente
significativo (p=0,0249) en la expresion de la subunidad
GluR2 del receptor de AMPA en el hipocampo (figuran.®
3A). Estos resultados sugieren que el aumento
previamente observado en los niveles de proteina con
el anticuerpo GIuR92/3 es a expensas de la subunidad
GluR2. En contraste, el mismo tratamiento condujo a una
ligera disminucién de los niveles de GIuR2 en la corteza,
lo cual concuerda con los resultados presentados
anteriormente (figura n.° 3B); dicha tendencia no muestra
sin embargo, significancia estadistica (p=0,1041).

DHEAS 20 mglkg HEAS 40 mg/kg

D

Figuran.° 1. Laadministracion de DHEAS durante 7 dias no tiene un efecto visible macroscopicamente en fuentes
periféricas de esteroides. Fotografias tomadas al momento de la autopsia de ratones (57/BL6 pertenecientes a cada uno de
los grupos estudiados. DMSO=dimetilsulféxido, DHEAS=sulfato de dehidrepiandrosterona.
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A
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Figuran.° 2. Laadministracion de DHEAS modula los niveles de proteina de la subunidad GluR2/3 del receptor de AMPA en diferentes regiones del
cerebro de raton. Western blotting de homogenizado de hipocampo, corteza cerebral, hipotdlamoy cerebelo de raton (57BL6 detectado con anticuerpos contra GluR2/3
y Actina. Comparativo de animales tratados con DHEAS 20 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia, vehiculo y control negativo. Las bandas representan las medias y las barras
muestran los valores de densitometria normalizados para el valor total de GluR2/3 respecto ala actina que fue utilizada como control de carga. Los datos son presentados
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Figuran.° 3. Laadministracion de DHEAS incrementa los niveles de proteina de la subunidad GluR2 del receptor de AMPA en el hipocampo. Western
blotting de homogenizado de hipocampoyy corteza cerebral de ratén (57BL6 detectado con anticuerpos contra GluR2 y Actina. Comparativo entre animales tratados con
DHEAS 20 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia, vehiculoy control negativo. Las bandas representan las medias y las barras muestran los valores de densitometria normalizados
parael valor total de GluR2 respecto alaactina que fue utilizada como control de carga. Los datos son presentados como la media + EMS, *p <0,05. DMSO=dimetilsulfoxido,
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Figuran.°4. Posibles rutas efectoras de DHEAS sobre GluR2. A. Activacion
del 1R por parte de DHEAS con la consecuente cascada molecular que
eventualmente activaria a PICK1 modulando el tréfico celular de GluR2. ™
B. Efecto alostérico directo del DHEAS sobre GluR2, hasta el momento no
estudiado. DHEAS=sulfato de dehidrepiandrosterona, abg= Subunidades
respectivas de la proteina G0, DAG=diacilglicerol, PLC=fosfolipasa C,
IP3=inositol-3-fosfato, PK(= proteinkinasa C, PICK1=proteinainteractuante
con PRKCA 1, AMPAR=receptor ionotrdpico de glutamato tipo AMPA.

DISCUSION

En este estudio se observo el efecto de la administraciéon
de dosis bajas de DHEAS durante 7 dias en la modulacién
de las subunidades del receptor AMPA, sin que se encon-
trara alguna modificacién visible macroscépicamente en
las gobnadas y glandulas suprarrenales, siendo estas ulti-
mas el sitio de mayor produccion de DHEA en el organis-
mo. Esto confirma que el sistema nervioso central es
auténomo en cuanto a produccién y respuesta al
DHEAS. "¢ Los resultados obtenidos muestran que el tra-
tamiento con DHEAS produce un efecto diferencial so-
bre el nivel de expresion de la subunidad GluR2/3 en
varias regiones del cerebro de raton. La modulacion di-
ferencial de la subunidad GluR2/3 de un modo tejido-
especifico es apoyada por estudios previos en ratas.'”
Mas especificamente, la variacién en la expresion de la
subunidad GIuR? sugiere una regulacién especifica de la
subunidad por parte de DHEAS.

La combinacion de las diferentes subunidades de AMPA
permite modular su funcién a través de la modificacion
de la permeabilidad a los diferentes iones. Un mecanismo
posible es la edicion del RNA de la subunidad GIuR?, lo
que Ileva a que el DNA gendmico que codifica para el
segmento hidrofébico II de ésta subunidad, regién que
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forma el poro en el canal, contenga el codén CAG (para
glutamina), mientras que el cDNA presente el codon CGG
(para arginina).'®* Se propone que la arginina cargada
positivamente serfa suficiente para excluir al catién
divalente de calcio, lo que hace que los receptores AMPA
que contengan la subunidad GLURQ sean impermeables
aeste i6n.' La regulacion de la permeabilidad al calcio
en el receptor AMPA tiene implicaciones en la induccién
del aprendizaje y la memoria,* asi como en los
mecanismos fisiopatoldgicos de la isquemia.?' Se ha
observado activacién diferencial de las adenosin-
deaminasas dependientes de RNA (ADAR1, ADAR? y
RED?2) en plasticidad sindptica e isquemia,®?®
especificamente se observa activaciéon de ADAR2 en
isquemia, situacién que explica la regulacion de GIuR2y
consecuente vulnerabilidad a esta noxa.®

En nuestros resultados, el aumento de las subunidades
GluR2 y GIuR3 en hipocampo muestra una modulacién
del receptor AMPA ante la presencia del neuroesteroide
DHEAS y sugiere un aumento del nimero de receptores
AMPA impermeables al calcio disponibles en tejido
hipocampal. Concretamente, el DHEAS puede modular
la expresion de la subunidad GIuR2 de una manera
positiva, incrementando sus niveles en el hipocampo; es
asi como en modelos de isquemia se ha observado una
disminucién de los niveles de GIuR2 en hipocampo, la
cual, cuando es inducida por la isquemia, favorece la
permeabilidad y la entrada de calcio a través de los
receptores AMPA permeables a este idn en neuronas
piramidales CA1, determinando, al menos parcialmente,
suvulnerabilidad al calcio.*

Por otro lado, el decremento en las subunidades GluR2y
GIuR3, especificamente GIuR2 en regiones como la
corteza o el cerebelo, podria correlacionarse con un
papel del DHEAS en procesos de plasticidad como la LTP
(delinglés: Long Term Potentiation) y la LTD (del inglés:
Long Term Depression), en donde la modulacion de los
nivelesy el trafico de las subunidades del receptor AMPA
por medio de la desensibilizacién, modulacién a la baja e
internalizacion, hacen parte de los principales procesos
para su induccién y mantenimiento.*

Los cambios en [os niveles de las subunidades de AMPA
fueron observados con la administracion de DHEAS por
siete dias, y no fueron confirmados con su forma no
sulfatada, la DHEA, en la corteza cerebral, el hipotalamo
y el cerebelo, pero si en el hipocampo (datos no
mostrados), hallazgos compartidos por estudios previos
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que proponen que ambos neuroesteroides ejercen roles
diferentes sobre la fisiologia celular.** Aunque las dosis
empleadas no son iguales (20 mg/Rg/dia vs 40 mg/Rg/
dia), si son comparables, pues con DHEA administrada a
20 mg/kRg/dia se han observado efectos sobre
supervivencia neuronal y plasticidad,* sugiriendo una
vez méas que el aumento de GluR2/3 y GIluR2 observado
porla DHEAy el DHEAS en el hipocampo de ratdn estaria
involucrado en eventos de proteccién y plasticidad
sindptica en modelos de lesion cerebral.

El aumento en los niveles de GIuR2 podria explicar el
efecto neuroprotector de DHEAS durante diferentes
eventos de lesion celular, como la isquemia,®#* pues el
neuroesteroide disminuiria la permeabilidad de los
receptores AMPA al calcio, evitando asi la entrada
excesiva del i6n a la célula y la induccion de
excitotoxicidad que conduce a la muerte neuronal,
especialmente en el hipocampo, una regién tan
susceptible a este tipo de noxas.?' Sin embargo, no se ha
descrito previamente una respuesta diferencial regional
especifica en la modulacién de la subunidad GIluR2 ante
la administracién de DHEAS, y no existen estudios previos
que expliquen de manera directa o indirecta el efecto
observado. Algunos estudios recientes muestran
regulacién de AMPA a través de el PREGS,"
neuroesteroide previo a la formacién de la DHEA, el cual,
segun descripciones previas, sefializa por medio del 61R."
Es posible por lo tanto que el efecto producido por la
DHEA y el DHEAS en el hipocampo observado en nuestro
estudio medie su accidon usando el 61R, el cual, cascada
abajo, activaria la Proteina Kinasa C (PKC), y finalmente,
a través de ésta, a PICK1, proteina involucrada en el
tréfico de la subunidad GIuR2, tal como se ha sugerido en
otras investigaciones'>* y se muestra en el modelo
hipotético en la figura n.° 4. Adicionalmente, se debe
explorar hasta qué punto la modulacién de NMDA por
parte de la actividad de AMPA se ve afectada por DHEAS,
ya que estos dos receptores se autoregulan en procesos
de plasticidad sindptica.*

En conclusion, el efecto obtenido con la administracién
de DHEAS sugiere que los efectos neuroprotectores y
facilitadores del aprendizaje y la memoria podrian
explicarse, al menos parcialmente, por el incremento de
la subunidad GIuR2, y por ende, en la disponibilidad de
receptores AMPA impermeables al calcio. Estos hallazgos
se convierten por lo tanto en un campo fértil de
investigacidn para conocer més sobre [os mecanismos

de plasticidad sindptica y neuromodulacién que sean
ttiles en el futuro como herramientas para el desarrollo
de estrategias terapeuticas en enfermedades
neurodegenerativas y eventos isquémicos cere-
brovasculares.
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