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RESUMEN.

La serotonina es una amina endégena que ejerce su funcién principalmente como
neurotransmisor en el sistema nervioso central a través de una gran variedad de
receptores que se encuentran en todo el encéfalo y algunos tejidos del tracto
gastrointestinal. La funcién de la serotonina se ha asociado a la regulacion y
cambio de fase de los ritmos circadianos, asi como a diferentes procesos como el
aprendizaje y la memoria, suefio, locomocién, etc. Los distintos receptores para
serotonina descubiertos hasta la fecha han sido clasificados en 7 familias, siendo el
5-HT7 el receptor mas reciente. Los receptores a serotonina estan en su mayoria
asociados a proteinas G, exceptuando el 5-HT; que forma canales i6nicos. El
receptor a serotonina es una proteina proveniente de la traduccion de un RNA
mensajero y su presencia dependerd de la expresién genética, regulada por
distintos factores. En este trabajo se estudié la expresién del transcrito para
receptor 5-HT7 en encéfalo de rata durante la ontogenia a partir de E18 hasta P11
mediante la técnica de hibridacion in situ, la cual consiste en la union entre las
bases nucleotidicas del transcrito presente en el encéfalo de rata y las bases
complementarias presentes en una sonda o secuencia de RNA complementario.
Los resultados indican una disminucién del transcrito a medida que aumenta la
edad posiblemente asociado al control de la expresién genetica durante la
ontogenia.




I. INTRODUCCION.

La serotonina, 5-HT, es un neurotransmisor que controla una amplia
variedad de funciones fisiologicas, entre las que se encuentra la neurogénesis
mediante la activacion de multiples receptores, como el receptor a 5-HT del tipo 7,
que es el mas recientemente descubierto. El desarrollo de un organismo esta
determinado por la informacion genética contenida en el DNA que es utilizada para
llevar a cabo la sintesis de proteinas mediante los procesos de transcripcion y
traduccion, los cuales dependen de la regulacion de la expresion genética. Los
genes activos inducen la formacién de proteinas como los receptores a serotonina,
que participan en una gran variedad de funciones, la distribucion de dichos
receptores puede ayudar a comprender la participacion de esta amina en la
diferenciacion celular durante la ontogenia. En el presente estudio se ha realizado
una hibridacién in sifu para determinar la distribucién regional del RNA mensajero
o mRNA para receptor a 5-HT; durante el desarrollo postnatal en el encéfalo de

rata.




Il. ANTECEDENTES.

Il.1 Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biégena compuesta
por un anillo inddlico y una cadena lateral etilamino (Florez y col., 2000), es un
neurotransmisor que ejerce sus efectos principaimente en el sistema nervioso
central (SNC) y el sistema gastrointestinal interactuando con una gran variedad de
receptores (Ruat y col., 1993), ademas se ha reportado in vivo e in vitro que
restablece o cambia de fase los ritmos circadianos de la actividad neuronal en el
sistema nervioso central (Barnes y Sharp, 1999).

La serotonina se localiza y es sintetizada en células enterocromafines del
tracto gastrointestinal y en las neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso
central. La sintesis de la serotonina, como se muestra en la Figura 1, se produce a
partir del aminoéacido L-triptéfano que proviene de la dieta y es captado por la
célula; sufre un proceso de oxidacion en el C5 del anillo indélico mediante la
triptéfano-hidroxilasa, que lo conviete en 5-hidroxitriptofano; éste es
descarboxilado en la cadena lateral mediante la L-aminoacido-descarboxilasa y
convertido en 5-hidroxitriptamina (Florez y col., 2000).

En el cerebro intacto, la funcién de muchos receptores a serotonina esta
asociada a respuestas fisiolégicas especificas, que van desde la modulacion de la
actividad neuronal hasta los cambios en el comportamiento. En el adulto se les han
atribuido muiltiples funciones como el suefio, la contraccién vascular, apetito,

locomocién, percepcidn al dolor y conducta sexual, entre otros (Barnes y Sharp,
1999).
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Figura 1. Sintesis y'degradacién de serotonina. A partir del aminoécido triptéfano se
obtiene la serotonina a través de reacciones de hidroxilacion y descarboxilacion y
posteriormente por accién de la MAO y una deshidrogenasa se degrada la
serotonina hasta &cido 5-hidroxi-indolacético (Fiorez y col., 1997).





































1.4 Expresién Genética

Los receptores ara serotonina asi como todas las proteinas que se
encuentran en el cuerpo humano son consecuencia de la expresién de genes. Los
planos | -a la const :xion de un ¢ _¢ sn estan codificados en 1 acido
nucleico; gran parte del desarrollo fisico de un organismo a lo largo de su vida esta
programado en estas células y las funciones que realizara estan todas registradas
en esta cinta molecular (Mathews y Van Holde, 2001). E! flujo de la informacion

genética en la célula puede resumirse mediante el sencillo esquema siguiente de la

Figura 3.
F_ura 3. Fit, ¢ icion ¢ 1ética en u célula tipica. F )licacion,
transcripciéon y traducc un gen en una ¢ ila eucariota, es el proceso por el

cual debe de pasar un gen para poder ser expresado (Mathews y Van Holde,
2001).
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En base a los antecedentes mencionados:

La serotonina ejerce sus funciones principalmente en el sistema nervioso
central interactuando con una gran variedad de receptores.

La distribucién de los receptores a serotonina en ratas adultas ha sido
determinada mediante el uso de agonistas y antagonistas de afinidad

variable.

Se ha sugerido que el receptor a 5-HT; participa en el proceso de

neurogeéenesis.

Se han reportado cambios en la distribucién del receptor a 5-HT4p durante el
desarrollo del encéfalo de rata.

Se planteara la hipétesis.




Hi. HIPOTESIS.

|
|
|
|
La distribucién del transcrito para 5-HT7 en encéfalo de rata estudiado con el }
método de hibridacidn in situ se modifica durante la ontogenia. j
|
|
|
|
|
|




IV. OBJETIVOS.

General

Estudiar la distribucion del mRNA para receptor 5-HT7 durante la ontogenia
encéfalo de rata mediante la técnica de hibridacion in situ.

Especificos

o Estandarizar los tiempos de hibridacién y revelado en la técnica de
hibridacién in situ para el mMRNA especifico del receptor a 5-HT7.

e Comparar la distribucion del transcrito a través de las diferentes etapas de
desarrollo del encéfalo de rata.
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V. METODOLOGIA.

Materiales.

. Jeringas de 1 mL con aguja.
J Guillotina.

o Equipo de diseccién.

. Tubos Falcon de 50 y 15 mL.

. Criéstato LEICA CM 1850

o Laminillas DAIGGER Superfrost/Plus

. Plato caliente

J Camara de hibridacion.

o Micropipetas de 1000, 200 y 20 ulL con puntas.
o Vasos de precipitado de 250y 125 mL.

o Probetas de 100, 250 y 500 mL.

o Papel aluminio.
Métodos.

Se usaron ratas Sprague Dawley de diferentes edades; embrionario 18
(E18), post-natal 0 (P0), post-natal 5 (P5) y post-natal 11 (P11) mantenidas con
agua y alimento ad libitum, con periodos de luz y obscuridad de 12:12 horas, a una

temperatura de 22 + 2 °C aproximadamente.

Para obtener los tejidos, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sodico a una dosis de 40 mg/Kg por via intraperitoneal, se decapitaron y se les
practicé una diseccién del encéfalo. Una vez obtenido el encéfalo se introdujo en 1
solucién de paraformaldehido al 3.5 % a 4 °C por 24 horas. Posteriormente se pasé %
el tejido a una solucién de sacarosa al 30 % a 4 °C hasta que el tejido descendio6 al |
fondo del recipiente. ‘

|
\
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Se pasaron los tejidos a recipientes de papel aluminio lo suficientemente
pequefios para que entre el tejido, y se les afiadié Tissue-Tek y se guardaron en el
congelador a -70 °C toda la noche. Una vez fijados los tejidos se hicieron cortes
coronales de 10 um a través de todo el encéfalo con ayuda de un criéstato LEICA
CM 1850 y posteriormente se montaron en laminillas DAIGGER Superfrost/Plus
almacenadas hasta su uso. El dia de su uso las laminillas se pusieron en plancha
caliente a 60 °C durante 20 minutos para evitar que se desprendieran los tejidos. ‘

Técnica de Hibridacion in situ en corte de Tejido ;

La técnica de hibridacion in situ consta de tres partes:

1. La muestra se somete a 2 lavados durante 8 minutos con solucién de PBT
(PBS 1X y Tween 20 al 0.1%) a temperatura ambiente (TA), se lleva a cabo
una deshidratacién y rehidratacién gradual del tejido con mezclas de
alcoholes en dilucién con PBT; 1 lavado de 3 minutos con metanol al 50 % a
TA, 2 lavados de 3 minutos con metanol al 100 % a TA, 1 lavado de 3
minutos con metanol al 66 % a TA, 1 lavado de 3 minutos con metanol al 50 |
% a TA, 1 lavado de 3 minutos con metanol al 33 % a TA. Se aplicaron 2 |
lavados de 5 minutos con solucién de PBT a TA y un lavado de 5 minutos |
con una mezcla 1:1 de PBT y mezcla de hibridacion (formamida 50 %, SSC
(en éacido citrico) 1.3 X, EDTA (pH 8) 5 mM, RNA de levadura 50 ug/mL, |
Tween-20 0.2 %, CHAPS 0.5 %, heparina 100 ug/mL), 1 lavado de $ minutos l
con mezcla de hibridacion a TA, 1 lavado de 1 hora con mezcla de |
hibridacion a 50 °C en una cdmara saturada con formamida 50 %, finaimente !
se le adiciond una mezcla de sonda con mezcla de hibridacion (se calientan
500 ul de la mezcla de hibridacién a 70 °C y se le agregan 3 ulL de sonda en
suspensién, se calienta por 10 minutos a 68-70 °C, y se incuba en hielo |
durante 2 minutos, esta mezcla es suficiente para un portaobjetos) y se

incuba toda la noche a 50 °C en una camara humeda.
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La segunda parte de la hibridacién consiste primeramente de un bloqueo de
la reaccién de hibridacion lavando 2 veces con mezcla de hibridacién (50 °C)
por 10 minutos a TA, 2 lavados con mezcla de hibridacion (50 °C) por 45
minutos a TA, 1 lavado con una mezcla 1:1 de TBST (8 g NaCL, 0.2 g KC|,
25 mL Tris-Cl pH 7.5 y 11 g de tween-20 y aforar a 1 litro) y mezcla de
hibridacién (50 °C) por 10 minutos a TA, 2 lavados de 15 minutos con TBST
a TA en camara hiimeda, 1 lavado de 60 minutos con solucién de bloqueo 1
X (para la solucién de bloqueo 10 X: agente de bloqueo 10 % en buffer de
acido maleico) a TA y finalmente la adicién de mezcla con anticuerpo anti-dig
1:200 (500 uL de solucion de bloqueo mas 1 ulL de anticuerpo, agitar 1 hora
a 4 °C y diluir hasta 2 mL con TBST. Esta mezcla es suficiente para 2
portaobjetos) y se incub6 toda la'noche a 4 °C. Este anticuerpo reconoce la
digoxigenina que se encuentra en la sonda con la que se llevo a cabo la
hibridacion para su posterior identificacion

Como paso final de la hibridacion se realizo el revelado de la hibridacion de
la siguiente manera: se lavé 2 veces durante 10 minutos con solucion TBST
a TA, 2 lavados durante 45 minutos con solucién TBST a TA y dos lavados
de 10 minutos con solucién de NTMT (NaCl 5 M, Tris HCI 2 M pH 9.5, MgCl.
2 M, Tween-20 10 %) a TA. Finalmente se adicion6 la solucién reveladora
previamente preparada que consta de una mezcla de 1.5 mL de NTMT, 3.5
uL de BCIP y 45 puL de NBT; esta solucién fue suficiente para 2
portaobjetos. En este punto, el revelado se hizo en una camara donde los
portaobjetos no fueron expuestos a la luz UV, y finalmente se monitored el
tiempo de revelado cada 30 minutos, hasta el punto en el que los tejidos
adquieran un ligero color rosa-violeta, aproximadamente 3 horas. Al mismo
tiempo se realizé la hibridacién con un control negativo para hacer una
comparacién con la intensidad del revelado de la hibridacion. Al finalizar el
revelado se lavd 3 veces con solucion de PBT durante 5 minutos a TA 'y se
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montaron los portaobjetos en glicerol al 90 % para su posterior analisis en

microscopio optico.
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VI. RESULTADOS.

La presencia de genes activos que codifican para el receptor a SHT-7 en la
corteza frontal cerebral (Fr), se expresan fuertemente en E18 y disminuye
gradualmente hasta la edad P11 donde se observa una débil expresion en esta

zZona.

Como se puede observar en la Figura 9, la corteza frontal presenta una
fuerte expresion en las zonas de la corteza agranular insular (Al), corteza cingulete
(Cg), corteza frontal (Fr); en las tres primeras edades correspondientes a E18, POy
P5 mientras que para la (ltima edad, P11, estas tres regiones disminuyen su

expresion.

Desde la edad E18 hasta PO la corteza orbital (Orb) presenta una expresion
intensa sin embargo, disminuye su expresion considerablemente en P35 vy
manteniéndose asi hasta P11. La corteza piriforme (Pir) expresa un alto nivel de
transcrito para la edad E18 y PO, disminuyendo levemente en P5 y P11. El nicleo
olfatorio anterior (AO), se hace presente en PS5 con una moderada cantidad en la
expresion del transcrito y se expresa levemente en la edad P11. Niveles bajos del
transcrito se observaron en las zonas de la corteza motora secundaria (M2),
corteza orbital dorsolateral (DLO) y la corteza orbital ventral (VO) para la edad P11.

Los resultados indican que la distribucién del transcrito en el area del
hipocampo, presenta una fuerte sefial en E18 que diminuye en POy alin mas en
PS5. En las ratas de 11 dias de nacidas la sefial se mantiene en los mismos niveles
que en P5 para la region del hipocampo. (Figura 10). En la corteza granular
retrosplenial (RSG) del hipocampo el transcrito para 5-HT7 se expresa fuertemente
en E18 disminuyendo hacia PO, aumentando en P5 y nuevamente disminuyendo
hacia P11. Subiculum (S) se expresa fuertemente en E18 y disminuye hacia PO no
observandose ni en P5 o P11. Alveus (alv) se expresa fuertemente en E18 y
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fgura 9. Cortes coronales de corteza frontal. Se observa la expresion del transcrito a
bceptor 5-HT7 con hibridacion in situ, durante la ontogenia, E18, PO, P5 y P11.
Ixiste una fuerte expresion del transcrito para edades tempranas como E18 y PO, disminuyendo

acia P11.




disminuye hacia PO manteniéndose asi hasta P11. La zona CA1 del hipocampo
presenta una gradual disminucién en la expresion del transcrito desde E18 hasta
P11. De manera similar, CA3 se encuentra fuertemente expresado en E18 y esta
expresion se ve disminuida hasta P5 donde se mantiene asi hasta P11. Por otro
lado, CA2 solo se expresa levemente en P11. La capa polimérfica del giro dentado
(PoDG) exhibe una expresion alta para E18 y una disminucién para PO que se
conserva en P5 y una leve disminucién para P11. La habénula lateral (LHb)
presenta una expresion moderada y constante del transcrito a través de las 4
edades. Los nlcleos talamicos presentan una expresion moderada del trascrito,
podemos observar que el nucleo lateral dorsal (LD) se expresa en E18 con una
gradual disminucién hacia P5 no encontrandose asi en P11; el nacleo lateral
posterior (LP) no presenta cambios de E18 a PO no encontrandose ni en P5 o P11.
En el intergeniculate leaf (IGL), el nicleo talamico centrolateral (LC) y el ndcleo
talamico medio dorsal central (MDC), se presentan aisladamente en las edades PO,
P5 y P11 respectivamente, presentando una leve expresion del transcrito. El ndcleo
dorsolateral genicualdo (DLG) presenta una moderada expresion en la edad
temprana de E18 y se mantiene constante hasta P11. En general, los nucleos
taldmicos presentan una moderada expresion del transcrito a través de las

diferentes edades.

Es interesante resaltar, el aumento en la expresion del transcrito en el area 1
de la corteza parietal (Par1) en el cambio de PO a P5. La comparacion directa a
través de la ontogenia se puede observar en el Cuadro 3 presentado a

continuacion.
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Cuadro 3. Comparacién de las zonas hibridadas en el hipocampo. Analisis de las
distintas zonas del hipocampo en el encéfalo de rata a través de sus diferentes
edades, mostrando en cada una de ellas la expresion del transcrito.

CA1 ++++ +++ ++ +
CA3 ++++ +4++ ++ ++
CA2 - - - +
PoDG +++ ++ ++ +
Par1 +++ ++ +++ ++
LHb ++ ++ ++ ++
LP ++ ++ . ——- '
LD ++ ++ ++ —— '
S ++++ ++ —— —-
Alv +4+ ++ + vy ‘
DLG ++ ++ ++ ++ }
LC — — ++ ———m
MDC T *
IGL + !

En el cerebelo se presenta una fuerte expresion del transcrito en las edades
E18, POy PS5, y en el cambio de P5 a P11 se presenta una disminucién de la sefal. |

En la region del cerebelo, como podemos observar en la Figura 11, una expresién
moderada en el nucleo parabraquial (X35) es observada, asi como en el nlcleo !3
trigeminal principal (Xsp), niveles menores de expresion en el transcrito fueron w
observados en zonas como el nucleo central superior de raphe (X8), pons anterior
(Xsa), nucleo coclear (X23), nicleo superior vestibular (X16) y el nicleo trigeminal
motor (Xsn), para la edad E18. La capa germinal de células externa (EGL) que en
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cantidad es muy prominente en PO presenta una intensa expresién del transcrito
que disminuye para P5, en el cambio de P5 a P11 disminuye un poco mas la
intensidad del transcrito aunque el patrén de expresién es similar que para PS. Por
otro lado, la capa de células de Purkinje (Pk) presenta una intensa expresion a
través de todo el tejido para PO, disminuyendo la intensidad en P5 y en P11 baja
aln mas la expresion. Para PO se observa una intensa expresién en la zona de L3v
o vermis cerebelar. En P5 y P11 se observa una zona llamada capa molecular de
células (Mocb) que al igual que EGL y Pk exhibe una fuerte expresion en P5
bajando considerablemente hacia P11. Una expresion leve del transcrito se
observé en el pedunculo cerebelar superior (scp) e inferior (icp) para P5 siendo
casi nula la expresion para estas zonas en P11.

En la Figura 12 se observa un cuadro comparativo en el que se
encuentran las 3 regiones estudiadas, corteza frontal, hipocampo y cerebelo, en
sus diferentes edades estudiadas que son E18, PO, P5 y P11. Se reporta una
disminucién notable a través del tiempo, principalmente para la regién de la corteza
frontal. Para el hipocampo como ya se describi6, también presenta una disminucién
gradual para algunas zonas y para otras como RSG y Par1, se observa una
disminucién en el cambio de E18 a PO, un aumento de PO a P5 y nuevamente una
disminucién de P5 a P11. Finalmente en la regién cerebelar los resultados indican
que las edades con mayor expresion en la cantidad del transcrito son POy P5

disminuyendo hacia P11.
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Figura 10. Cortes coronales de hipocampo. En esta zona del hipocampo durante las
distintas edades del desarrollo como lo es E18, PO, P5 y P11, se puede observar
una intensa expresién del transcrito para zonas como PoDG y una constante
expresion en los nucleos talamicos, mientras que en el cambio de PO a P5 se j
presenta una aumento en la expresién del transcrito en RSG, Par1 y S. |
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P5 P11

Figura 11. Cortes coronales de cerebelo. Se presenta la distribucién para el transcrito
5-HT, en cortes coronales de cerebelo de rata donde se puede observar una
gradual disminucién en la expresion del transcrito desde PO hasta P11,
principalmente en EGL y Pk.
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Figura 12. Cuadro comparativo de de las distintas zonas del encéfalo de rata; corteza ;;
frontal, hipocampo y cerebelo, durante las distintas etapas de la ontogenia. Nétese !
la intensa sefial de hibridacion que existe en las tres zonas del cerebro en la edad ;
E18 y la disminucion de la presencia del transcrito durante ia ontogenia estudiada. 37 !.
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VIl. DISCUSION.

El control en la transcripcién es probablemente el factor mas importante que
determina la expresién de un gen. En este trabajo se estudié el gen que codifica
para receptor a serotonina del tipo 7 mediante el RNA mensajero o transcrito. La
importancia de este trabajo estd en funcion de la presencia de este transcrito
determinado mediante la técnica de hibridacién in situ, a lo largo de la ontogenia.
La expresion de un transcrito, en la mayoria de las células especializadas de un
organismo pluricelular, es regulada por distintos factores (Alberts y col., 1996) como
polimerasas, factores generales de transcripcidbn secuencias reguladoras,
activadores, represores, etc, (Griffiths y col., 1999) como ya se ha mencionado, en
este caso el factor estudiado que determina en general la expresién del transcrito
fue la edad. A través del desarrollo se observé la intensidad con la que se expresa
este transcrito utilizando el modelo de rata. En edades tempranas se presenta una
alta expresién del mRNA, disminuyendo hacia las edades mas adultas de su
desarrollo, comprobando asi que es un intermediario en un proceso el cual se
conoce como traduccién (Mathews y Van Holde, 1998) o cambio de RNA a
proteina; esto quiere decir que en edades tempranas del desarrollo el organismo
necesita una mayor cantidad de transcrito para poder satisfacer sus necesidades
de proteina puesto que mucho de ese RNA sera degradado por los muiltiples
procesos de control post-transcripcional. Hacia las edades adultas, la cantidad de
transcrito producido sera menor que en las edades tempranas del organismo, esto
se debe en gran medida a que una parte de ese transcrito ya fue traducido a
proteinas. Pero existe ademas un proceso que rompe con el esquema mencionado
anteriormente, en el que parte del transcrito aumenta a medida que crece el
organismo. Se observaron zonas como Par1 en la que existe un aumento en la
expresion de mRNA, esto puede deberse a una gran cantidad de factores; por
ejemplo una propuesta es la hecha por Venero y col., 1997, en la que sugieren que
un traumatismo puede influir en el aumento de la expresién de un gen, en este
estudio sin haber recurrido a este tipo de técnica podemos decir que el encendido y
apagado en la expresion del gen puede deberse a un proceso de retroalimentacién,

38




esto quiere decir que la rﬁisma presencia y funcionalidad de la proteina determinara
una préxima transcripcién de un gen. Un error en la produccién del transcrito,
factores transcripcionales, factores post-transcripcionales, etc llevara hacia una
falla en la produccion de la proteina de cualquier tipo, esto quiere decir que se
puede presentar una ausencia de la proteina o una existencia de la proteina pero
con falta de funcionalidad, pudiendo desarrollar asi una enfermedad como se
propone sucede en el Alzheimer y trastornos en los procesos de memoria y
aprendizaje, y dependiendo del origen de la falla sera la dificultad con la que pueda
tratarse esa enfermedad. La presencia de un mRNA se puede determinar mediante
la técnica de hibridacién in situ (Lovenberg y col., 1993, Molineaux y col., 1989,
Vizuete y col., 1997, Venero y col., 1997, Kohen y col., 2000, Kinsey y col., 2001,
Ruat y col., 1993, Mengod y col., 1990, To y col., 1995) como se hizo en este
trabajo; el paso de mRNA a proteina supone que todo o un gran porcentaje del
transcrito sera traducido a proteina y tahto esta proteina como su localizacion
puede ser determinada mediante técnicas inmunohistoquimicas y binding (To y col.,
1995, Clemett col., 1998) mientras que su funcionalidad puede ser determinada
mediante técnicas electrofisiolégicas. Esto supone un proceso biolégico continuo y
funcional; por lo tanto estos tres elementos: localizacién y presencia de mRNA y
funcionalidad de la proteina, pueden ser elementos de estudio comparables.

Los resultados de este trabajo son consistentes con los reportados por
Lovenberg y col., 1993, que sugieren de manera general una fuerte expresién del
transcrito para 5-HT7 principalmente en regiones como el tdlamo e hipotalamo de
encéfalos de rata adultas. Para el area del hipocampo los resultados presentan una
fuerte expresiéon de CA1 para E18, y una permanente expresién para la capa
polimérfica del giro dentado desde E18 hasta P11 mientras que en estudios
realizados en cobayos de edad adulta por To y col, 1995 reportan su mayor
cantidad de expresion en zonas como CA1, CA2 y giro dentado del hipocampo, asi
como en zonas del talamo y el hipotalamo. En encéfalos de ratas de entre 200 y
225 gr, una fuerte expresion del transcrito fue reportada por Gustafson y col., 1996,
para la zona CA3 del hipocampo, esto correlaciona con los resultados encontrados
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en nuestro trabajo en donde existe una fuerte expresién en esa zona en la edad
embrionaria 18. Una moderada expresion del transcrito es reportada en corteza
retrosplenial, que en este estudio, tanto la cortezé retrosplenial granular como la
corteza retrosplenial agranular muestran una fuerte marca de hibridacion desde
E18 hasta PS5, mientras que para P11 la corteza retrosplenial granular muestra una
considerable disminucion con respecto a P5. CA1 presenta una constante
expresion a través del crecimiento disminuyendo considerablemente de P5 a P11
concordando Unicamente en estas edades con los hallazgos de Gustafson y col.,
1996, ya que reportan ademas una pobre expresion en CA2, y en este trabajo se
encontré hasta P11 y no asi en las demas edades. Al igual que Kinsey y col., 2001,
quien reporta sus resultados en encéfalos de rata adulta, CA3 muestra ser una
zona del hipocampo con una fuerte expresion del transcrito, al igual que la corteza
piriforme. En el estudio realizado por Vizuete y col., 1997, donde utilizan ratas a
_diferentes edades: P5, P8, P15, P21 y P90, reportan una fuerte senal de
hibridacién, sin cambio a través del crecimiento, en los nucleos talamicos
centrolateral, central posterior y medio dorsal central, asi como giro dentado y
coliculo superior. Sin embargo reportan un aumento en la expresién del transcrito
en la zona de la corteza retrosplenial en el cambio de P8 a P15 y manteniéndose
asi hasta la edad adulta, mientras que nosotros observamos una leve disminucion
en el cambio de E18 a PO, un aumento en el cambio a P5 y nuevamente una
disminucién hacia la edad P11, esto se debe probablemente al hecho de que la
regulacion en la expresién genética es dependiente de la funcionalidad de la
proteina que se esta traduciendo, esto quiere decir, que el encendido y apagado en
la expresion del gen se debe en gran medida a que probablemente la proteina no
este funcionando correctamente o a la necesidad del propio organismo. Vizuete y
col., 1997, reportan ademéas una disminucién de la mitad aproximadamente en la
expresién del transcrito en la zona de habénula lateral de PS5 a P15, mientras que
en este trabajo se reporta una constante expresién del transcrito en E18, PO, PS y
P11 para esta zona. Aunque la unica edad que coincide es P5, nuestro estudio no
considera al igual que Vizuete y col., 1997, que la expresién en la habénula lateral
sea dos veces mayor que la de la corteza retrosplenial, sino que por el contrario, la
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expresion en la corteza retrosplenial es ligeramente mayor que la observada en la
habénula lateral para esta edad, y en E18 la corteza retrosplenial muestra una
expresion mucho mayor que la habénula lateral. En nuestro estudio notamos una
disminucién gradual en CA3 del hipocampo a partir de E18 hasta llegar a P11,
mientras que Kohen y col., 2001, reportan solamente una disminucién considerable
en el cambio de las ratas de 3 meses a las ratas de 12 meses.

Los resultados de este trabajo en el area del cerebelo presentan
concordancia con el trabajo realizado por Kinsey y col.,, 2001, que de la misma
manera, reportan una significativa expresion de este nuevo receptor a serotonina
en las fibras del olivo inferior asi como en las células de Purkinje del cerebelo,
apoyando asi la teoria de que este receptor juega un papel en la coordinacién
motriz; mientras que en el trabajo descrito por Lovenberg y col., 1993 reportan una
completa ausencia de la expresion de este transcrito en tejido cerebelar.

El trabajo presentado ha definido la expresion del transcrito para receptor a
serotonina del tipo 7 durante la ontogenia del encéfalo de rata. Una aportacion
importante de este trabajo es la presencia de la edad embrionaria 18 (E18) y la
presencia de una fuerte expresion en esta edad, con la cual se propone la
investigaciéon de la expresion del transcrito desde la etapas embrionarias, aunque
algunos investigadores como Vizuete y col. 1997, proponen que las vias del
desarrollo serotoninérgico ocurren en mayor parte postnataimente. Las
observaciones hechas indican una considerable disminucién en la expresiéon del
transcrito conforme avanza la edad, claramente observado en zonas de la corteza
frontal y principalmente en el cambio de p5 a p11, resultados que confirman los de
Kohen y col., 2000, y no hace necesaria la espera del crecimiento del encéfalo
hasta la edad adulta para poder observar dicha disminucion.

Como perspectivas para este estudio, se propone la realizacién de un nuevo
trabajo en el que se incorpore el estudio de zonas como el nucleo supraquiasmatico
para poder hacer una comparacion con estudios realizados por Lovenberg y col.,
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1993 y Kohen y col., 2000, que proponen que los receptores a 5-HT7 juegan un
papel importante en el cambio de fase en los ritmos circadianos por encontrar la
presencia del transcrito en este nicleo, propuesta que a su vez no es apoyada por
Gustafson y col., 1996 y Kinsey y col., 2001, al no encontrar expresién de transcrito
en esta zona; ademas es posible proponer que estudios de este tipo se continuen
no solo en las zonas ya analizadas sino en diferentes edades embrionarias y en
todas aquellas estructuras que jueguen algin papel importante en los que se
involucre a los ritmos circadianos y los procesos cognoscitivos.

Por otro lado no se realizaron experimentos que apoyen las propuestas
hechas por Venero y col., 1997, que indican que un aumento en la expresion del
mRNA en la corteza visual primaria, asi como en el coliculo superior, es
dependiente de la extirpacion de ambos ojos en el dia del nacimiento de igual
manera un nuevo proyecto puede ser propuesto para encontrar una nueva razon
por la cual exista un encendido y apagado en la expresion de los genes, que no
dependa solamente del desarrollo del individuo.
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Viil. CONCLUSIONES.

La técnica de hibridacién in situ con sonda marcada con digoxigenina es

altamente confiable para la detecciéon inmunoquimica de este transcrito.

Los tiempos en los lavados de preparacion de los tejidos para la hibridacion,
la hibridacion y los tiempos de revelado de las muestra fueron desarroliados y
estandarizados en la metodologia ya mencionada, encontrandose asi, tiempos
ideales que aumenten la facilidad de deteccién de las hibridaciones y disminuya la
cantidad de fondo o ruido inherente presente a causa del revelador.

La distribucién del mRNA para receptor a 5-HT; se da principalmente en la
corteza frontal, el hipocampo y el cerebelo, expresandose con mayor intensidad en
edades tempranas tales como embrionaria 18 y la post-natal 0.

Al comparar la distribucién del transcrito a través de las diferentes etapas del
desarrolio del encéfalo de rata se observa que la expresion del mismo es
dependiente del crecimiento del organismo, siendo asi una expresiéon mas intensa
en edades tempranas y una expresion moderada o leve en edades maduras.

Un efecto de “switch” o “apagador’ esta presente en la expresion de este
transcrito, esto es, la expresién del mRNA puede aumentar en el cambio de una
edad a otra, siendo que lo esperado seria una disminucion.
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