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INTRODUCCION

La Acetilcolina (ACh) y el receptor a N-metil-D aspartato (NMDAR) interactian en la
regulacion de multiples e importantes funciones cerebrales. La activacion del
receptor NMDA se sabe, es indirectamente modulada por ACh a través de la
activacion de receptores muscarinicos o nicotinicos (Fisher & Dani, 2000). Muy poca
informacion sobre si efectivamente la Acetilcolina interactiua directamente con el

receptor a NMDA estéa disponible actualmente.

Un gran numero de moléculas naturales y sintéticas han sido identificadas como
moduladoras de los receptores de NMDA, llamados asi por unirse al receptor y
causar aumento o disminucién en la respuesta maxima o en la afinidad de su
agonista. Algunos de estos moduladores como el Zn%*, las poliaminas y los protones
son moléculas enddgenas que ejercen efectos reguladores sobre los NMDAR en
condiciones fisiolégicas y patologicas. (K. Williams, 2009; Ogden & Traynelis, 2011)
Ademas, la industria farmacéutica ha desarrollado antagonistas para los diferentes
sitios de unién del receptor NMDA como herramientas para estudiar sus propiedades
y para el desarrollo de moléculas terapéuticamente Gtiles (Hansen, Ogden, Yuan, &
Traynelis, 2014; Santangelo et al., 2012).

Recientemente, en el estudio de los efectos que las sustancias colinérgicas producen
sobre las corrientes activadas por glutamato, y en especial sobre el NMDAR, el
efecto de la D-Tubocurarina, un alcaloide ampliamente conocido por su mecanismo
antagonico en los receptores nicotinicos ha producido gran interés por su efecto
modulador de las corrientes activadas por NMDA, sin embargo, existe poca
informacion sobre los efectos que tiene esta droga sobre el NMDAR y otros

receptores presentes en las células neuronales.



ANTECEDENTES

Antecedentes generales

Ganglios basales

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales altamente
interconectados entre si que estan involucrados en funciones motoras, cognitivas y
gue participan también en procesos emocionales (Bar-Gad & Bergman, 2001;
Kreitzer & Malenka, 2008).

Los ganglios basales incluyen a cuatro nucleos que se localizan en la region central-
basal del encéfalo; estos nucleos son: estriado (caudado-putamen), globo palido
(parte externa e interna), nucleo subtalamico, y la sustancia nigra (parte reticulada y
compacta). Estas estructuras han sido objeto de muchos estudios por estar
claramente involucrados en desordenes neuroldgicos relacionados con
anormalidades motoras (Cagnan, Duff, & Brown, 2015; O Hikosaka, Takikawa, &
Kawagoe, 2000; Rikani et al., 2014).

Estas anormalidades o lesiones en los ganglios basales pueden producir sintomas
tanto hipercinéticos como hipocinéticos, por lo que esta aparente contradiccion
funcional sugiere que los ganglios basales constan de dos vias distintas; una via
directa (excitadora) y una via indirecta (inhibidora) (Figura 1) (Bolam, Hanley, Booth,
& Bevan, 2000).

Una vez que los comandos corticales llegan al estriado, estos son enviados a los
nucleos de salida a través de una via directa que consiste en la proyeccion axonal de
las neuronas estriatales hacia el globo palido interno y la sustancia nigra reticulada y
una via indirecta que consiste en la proyeccion axonal hacia el globo palido; el globo
palido las envia a través del nucleo subtalamico a los nucleos de salida (Baez-
Mendoza & Schultz, 2013).



Figura 1. Modelo clasico de la organizacion funcional de los ganglios basales.
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Figura 1. Modelo clésico de la organizacién funcional de los ganglios basales. Gpe=Globo pélido externo, Gpi=Globo

palido interno, SNc=Sustancia nigra parte compacta, STN=NUcleo subtaldmico, SNr=Sustancia nigra parte reticulada,

PPN=N{cleo pedtnculo pontino. Modificado de Expert reviews in molecular medicine, 2003.
En la via directa la corteza envia informacion al nucleo estriado, que después inhibe
al globo palido interno y a la sustancia nigra reticulada; estas estructuras de
proyeccion GABAérgica inhiben a su vez a los nucleos talamicos. Los nudcleos
talamicos activan a la corteza motora suplementaria, la cual remite la orden del
movimiento a la corteza motora primaria, finalmente de la corteza se envia la orden a

las motoneuronas de la médula espinal para que se ejecute el movimiento.

La via indirecta produce el efecto contrario, es decir, tiende a inhibir los movimientos.
El ndcleo estriado tiene conexiones inhibitorias con el Globo Palido externo (cuya
accion es toénica) disminuyendo la inhibicion hacia el nucleo subtaldmico
(glutamatérgico) el cual, a su vez excita al Globo Palido interno y a la Sustancia Nigra
reticulada (GABAérgicas) quienes inhiben al talamo y no estimula a la corteza
produciendo asi la inhibicion motora. (Bolam et al., 2000; O Hikosaka et al., 2000;
Okihide Hikosaka, Nakamura, & Nakahara, 2006).



Nucleo estriado.

Esta compuesto por dos estructuras conocidas como nucleo caudado y putamen. La
importancia de este nucleo radica en que es el modulo de entrada hacia los ganglios
basales (Hikosaka et al., 2000), y tiene aferencias que llegan de tres origenes
principales: la corteza cerebral, el mesencéfalo y el talamo. El nucleo estriado es una
estructura heterogénea en cuanto a los tipos neuronales que lo conforman. El tipo
celular mas abundante es la neurona de proyeccion espinosa mediana (MSN), que
representa aproximadamente 90-95% del total de neuronas estriatales (Graveland,
Williams, & DiFiglia, 1985). Estas neuronas utilizan GABA como neurotransmisor e
inervan gran cantidad de aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza
cerebral (via cortico-estriatal) por lo que las neuronas de proyeccion de este nucleo
son GABAEérgicas y tras su activacion, ejercen un efecto principalmente inhibitorio por
medio de su transmisor (Nakano, Kayahara, Tsutsumi, & Ushiro, 2000).

Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central
en los mamiferos, insectos, gusanos redondos y platelmintos, y juega un papel
esencial en el desarrollo, plasticidad neuronal, en la transmisién sinaptica excitatoria
(Yu, Wu, & Wang, 2015). Se trata de un amino &cido no esencial incapaz de cruzar la
barrera hemato-encefalica, por lo que debe ser sintetizado en las neuronas a partir

de glucosa y otros precursores (Siegel, A., & Sapru, 2011).

La glutamina es el precursor del glutamato mas comun en las terminales sinapticas y
es liberada por células gliales; una vez dentro de las terminales sinapticas es
metabolizada a glutamato por la enzima mitocondrial glutaminasa. Ademas, el
glutamato también puede ser sintetizado por la desaminacion de 2-oxoglutarato, un
intermediario en el ciclo del acido tricarboxilico. Posteriormente es empaquetado
dentro de las vesiculas sindpticas por un proceso de transporte Mg*¥ ATP
dependiente, y una vez llenas, la vesiculas estan listas para acoplarse y ser liberadas

de su ubicacion presinaptica. El glutamato es removido del espacio sinaptico por
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varios transportadores de alta afinidad presentes en las células gliales y en la
terminal presinaptica (Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, et al., 2001).

Las células gliales tienen la enzima glutamina sintetasa que convierte el glutamato en

glutamina, la cual es transportada fuera de la célula e introducida a la terminal

nerviosa (Figura 2).

Figura 2. Sintesis de glutamato a partir de la liberacion de glutamina por las células
gliales.
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Figura 2. Sintesis del neurotransmisor glutamato a partir del precursor glutamina y mecanismo de su
liberacion en la sinapsis. Modificado de Siegel, A., & Sapru, 2011.

Receptores a Glutamato

Se conocen dos familias de receptores a glutamato: los ionotropicos y los
metabotropicos. Los primeros actiuan directamente como canales idnicos regulados
por ligando, mientras que los segundos, de forma indirecta por el acople de proteinas
G. La accidn que ejerce el glutamato sobre los receptores ionotrépicos es excitadora,

mientras que en los metabotropicos puede producir excitacion o inhibicién (Figura 3).



Figura 3. Familias moleculares del receptor de glutamato.
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Figura 3. Cada una de las dos divisiones de receptores de glutamato comprende tres grupos definidos
funcionalmente, éstos a su vez codificados por diferentes genes (Tomado de Siegel, A., & Sapru, 2011).

Receptores Metabotropicos

Los receptores metabotrépicos (mGIluRs) requieren del acople a proteinas G para su

activacion, dando lugar a la movilizacion de segundos mensajeros y activacion de

varias enzimas intra y extracelulares. (Senkowska & Ossowska, 2003).

Estos receptores se conforman por una cadena peptidica con siete segmentos

transmembrana y en base a su similitud genética se agrupan en tres clases

(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de mGluRs y efectos intracelulares de su estimulacion.

Clase | mGIuR1 (a,b,c,d) 1 [Ca*™]
MGIuR5 (a,b) 1 DAG, 1 IP3

Clase I mGIuR2 | [Ca*']
mMGIuR3 | CAMP

Clase Il mGIuR4 (a,b) 1 [Ca™]
mMGIuR6 | CAMP
mMGIuR7 (a,b) | cGMP
mMGIuRS8 (a,b)

(Las letras en paréntesis indican isoformas del receptor) Tomado de Senkowska et al., 2003.



Receptores lonotropicos

Los receptores ionotrépicos de glutamato que se conocen son AMPA (&cido a-
amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico), KA (Kainato) y NMDA (N-metil-d-
aspartato), y son nombrados de acuerdo al agonista farmacolégico al que responden

selectivamente (Dingledine, Borges, Bowie, & Traynelis, 1999).

Receptores AMPA y Kainato

Los receptores AMPA (AMPAR) y Kainato (KAR) son los responsables de la
transmision sindptica rapida en el SNC. Estos receptores se encuentran
concentrados en la postsinapsis glutamatérgica y sus sitio principal de accion son las
espinas dendriticas y, en menor proporcion, en troncos dendriticos y soma celular.
(Yamamoto, Hagino, Kasai, & Ikeda, 2015)

Las subunidades que conforman al receptor AMPA estan codificadas por una familia
de cuatro genes, GLUR1 a GLUR4 (Rosenmund, Stern-Bach, & Stevens, 1998). El
receptor responde quimicamente a quisqualato, AMPA, Kainato y Glutamato, pero no
a NMDA vy presenta un sitio modulatorio externo para cierto tipo de benzodiacepinas

como la ciclotiazida que disminuye la inactivacion del canal (Dingledine et al., 1999).

Las subunidades que conforman al receptor KA estan codificadas por cinco genes,
los cuales se clasifican en dos familias, en la primera se encuentran los genes
GLURS5, GLUR6 y GLURY7; y en la segunda familia estan KA1 Y KA2. Dependiendo
de la composicion de las subunidades que lo conforman, el canal puede ser
permeable a calcio o cationes monovalentes (Hollmann & Heinemann, 1994;
Wollmuth & Sobolevsky, 2004).



Receptor NMDA

El receptor NMDA ha recibido mucha atencion debido a su participacion en una
amplia gama de procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos, de los cuales se sabe
que tiene un papel importante en la plasticidad sinaptica, el aprendizaje, la memoria,
la excitotoxicidad neuronal y algunos trastornos y enfermedades neuroldgicas. (S.
Cull-Candy, Brickley, & Farrant, 2001; S. F. Traynelis et al., 2010).

Este receptor es un canal regulado por ligando que comparte caracteristicas
funcionales de canales sensibles a voltaje. Tiene una conformacion tetramérica y es
permeable a cationes mono y divalentes. Su activacion es compleja, ya que son
requeridas las uniones de glutamato y glicina para su maxima actividad. El primero
actla como neurotransmisor, el cual es liberado en las terminales presinapticas,
mientras que la glicina actia como modulador, ya que esta presente en el fluido

extracelular a concentraciones constantes (Mayer, 2011; S. F. Traynelis et al., 2010).

Fisiolégicamente, el NMDAR es bloqueado de forma voltaje dependiente por Mg*y
la despolarizacion de la membrana celular remueve este blogueo (Kemp &
McKernan, 2002). Usualmente esta despolarizacién es ocasionada por la activacion
de receptores AMPA, cuya cinética es mas rapida que la de los NMDAR.
Electrofisiol6gicamente, la activacion de los receptores AMPA puede verse como el
componente inicial del potencial postsinaptico excitatorio (EPSP), mientras que la de

los NMDAR proporciona el componente lento. (Pierre Paoletti & Neyton, 2007)

Este receptor es altamente permeable a Ca* y la entrada de este i6n induce el
aumento de su concentracion intracelular, provocando la activacion de diversas
enzimas dependientes de Ca*? como proteina cinasa C (PKC), fosfolipasa C (PLC),
proteina cinasa Il (PKII), éxido nitrico sintasa (NOS), ademas de varias proteasas y
endonucleasas (Kito Z. & Scheuss V., 2010).



Algunas de dichas enzimas fosforilan receptores AMPA u otros de tipo NMDA
incrementando su actividad, asi mismo, pueden llevar a la trascripcion de varios
genes que por consecuencia permitan cambios en la estructura y actividad del

receptor (Mayer, 2005).

Se conocen tres familias de subunidades que conforman el canal: NR1, NR2 (A-D) Y
NR3A-B (Figura 4); la subunidad NR1 posee las propiedades para constituir un
receptor, sin embargo, un receptor formado solamente por subunidades de este tipo
no seria eficaz; es necesaria la contribucion de la subunidad NR2 para el ensamble

de estructuras funcionales (Vyklicky et al., 2014).

Para el correcto funcionamiento de un receptor NMDA se requiere el acople de dos
subunidades NR1 con dos subunidades NR2 o una combinacion de subunidades
NR2 y NR3. Ademas, para la activacion del receptor se necesita la unidon simultanea
de glutamato y glicina. El receptor NMDA posee cuatro sitios de unidon de agonistas,
una en cada subunidad. Las subunidades NR1 y NR3 proveen los sitios de unién
para glicina y las subunidades NR2 para L-glutamato (Dolino et al., 2015; Edman et
al., 2012; Furukawa, Singh, Mancusso, & Gouaux, 2005) .

De esta forma, combinaciones diferentes de subunidades dan lugar a receptores con
propiedades funcionales diferentes, por ejemplo, la inclusion de la subunidad NR3A y
B en el canal reduce su tiempo de apertura y la conductancia, sugiriendo que juega
un papel regulatorio (S. Cull-Candy et al., 2001; S. F. Traynelis et al., 2010).

Estas subunidades son proteinas transmembranales formadas por tres segmentos
que atraviesan completamente y un asa reentrante. La region amino terminal es
extracelular y contiene sitios de union a ligando y multiples lugares de glucosilacion.
La porcién carboxilo terminal es intracelular y podria contener sitios de regulacion por
segundos mensajeros y ademas varios sitios de fosforilacion de tirosina y serina
(Figura 5). (Lynch & Guttmann, 2002).



Figura 4. Diversidad de las subunidades del receptor NMDA.
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Figura 4. Diversidad de las subunidades del receptor NMDA. a) Dendrograma de las secuencias aminoacidicas
completas de las subunidades del NMDAR en la rata. b) Representacion de los polipéptidos de las subunidades
del NMDAR. Tomado de Cull-Candy et al., 2001

Se considera que los NMDAR estan altamente regulados. Las subunidades de estos
receptores ionotropicos de glutamato son estructuras modulares que contienen
varios dominios, los cuales ademas poseen sitios de accién en donde algunos
ligandos endégenos como Zn*?, Mg?* y ciertos farmacos actan alostéricamente
influenciando la probabilidad de apertura del canal (Flores-Soto et al., 2012). Estos
sitios son; en la parte extracelular, el dominio de union a agonistas (ABD) y el
dominio N-terminal (NTD), el dominio del poro, que es transmembranal, y un dominio
intracelular carboxilo-terminal (CTD) (Furukawa & Gouaux, 2003; Furukawa et al.,
2005).
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Figura 5. Topologia de las subunidades que forman al receptor de NMDA.
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Figura 5. Estructura de las subunidades que forman al receptor NMDA Tomado de Cull-Candy et al. 2001.

Antagonistas competitivos y no competitivos

Un gran numero de moléculas naturales y sintéticas han sido identificadas como
moduladoras de los NMDARs, llamados asi por unirse al receptor y causar aumento
o disminucion en la respuesta maxima o en la afinidad de su agonista. Algunos de
estos moduladores como el zZn*", las poliaminas y los protones son moléculas
enddgenas que ejercen efectos reguladores sobre los NMDAR en condiciones
fisiolégicas y patologicas. (K. Williams, 2009; Ogden & Traynelis, 2011).

11



Figura 6. Receptor NMDA (NR1/NR2) y sus sitios de unién a moduladores.
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Figura 6. Se aprecian los sitios de unién de moduladores y antagonistas del receptor NMDA en cada
uno de sus dominios. Tomada de: (Santangelo et al., 2012).

Los primeros compuestos identificados fueron agonistas y antagonistas para el sitio
de union del glutamato (acidos D-a-aminoadipico y D-2-amino-5-fosfonopentandico).
Poco después al corroborar la union de glicina al receptor NMDA para su activacion,
se reconocieron antagonistas parciales y competitivos de la glicina como la ketamina
y la fenilciclidina. También se han encontrado bloqueadores del canal iGnico como el
MK-801 (Monaghan, Irvine, Costa, Fang, & Jane, 2012). Los antagonistas mas

importantes se observan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Agentes selectivos para los NMDARs.

Agente Accion Selectividad
Ifenprodil Inhibicién no competitiva de NR2B NR28 > 2N2i> 2b=2C=2
Haloperidol Inhibicién no competitiva de NR2B NR2B > 2N2i> 2b=2C=2
Ro 8.4304 Inhibicién no competitiva de NR2B NR2B > 2A
Felbamato Inhibicion no competitiva de NR2B NR2B > 2C = 2A
Conanéocma— Inhibicién competitiva de NR2B NR2B > 2A = 2C
o-CPPene Inhibicion competitiva de NR2B y NR2A NR2A =2B >2C =2D
PPDA Inhibicion competitiva de NR2C y NR2D NR2C =2D >2A =2B
Protones Inhibicion de NR1 NR1> NR2A > 2B > 2C
Zn?* Inhibicidon no competitiva de NR2A NR2B solo con NR1-1a

Tomada de: (Stuart Cull-Candy et al., 2001).

Los primeros antagonistas de los NMDARs fueron derivados de aminoacidos que
actuan sobre el sitio ABD de las subunidades NR2. Son antagonistas competitivos. El
mas usado hasta el momento por su fuerte afinidad por los receptores NMDA mas
qgue por otros tipos de receptores ionotrépicos de glutamato es el (R)-2-amino-5-
fosfonopentanoato, mejor conocido como AP5 (Wyllie, Livesey, & Hardingham,
2013a). Estos compuestos muestran una pobre selectividad entre los subtipos NR2.
La falta de selectividad de estos compuestos probablemente se debe al alto grado de
conservacion del sitio donde se une el glutamato en las subunidades NR2 (los 10
residuos de aminoacidos en NR2A que interactian directamente con el glutamato,

son conservados entre todas las subunidades NR2) (Furukawa et al., 2005).
Otros antagonistas como (R)-CPP y (R) AP7 poseen mayor selectividad hacia

distintas subunidades segun las propiedades de reconocimiento al sitio de union en

el receptor (Martinez et al., 2002).
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Existen también antagonistas competitivos por el sitio de union a glicina, los cuales
han mostrado tener poca selectividad, como habria de esperarse en compuestos con
la subunidad NR1 como sitio blanco ya que esta presente en todos los sub-tipos de
receptores NMDA (Inanobe, Furukawa, & Gouaux, 2005) . El primero de ellos fue el
acido Kinurénico (T. L. Williams, Stone, Burton, & Smith, 1988), a partir del cual se
han sintetizado nuevos compuestos (ej. 7-CDK, 5,7-DCKA y CGP 61594) mediante

modificaciones estructurales (Fulop et al., 2009).

Se han usado también compuestos antagonistas de los receptores AMPA y Kainato,
que se unen débilmente a los NMDAR, como CNQX y DNQX para el disefio de
compuestos mas potentes (Honoré et al., 1988). Los antagonistas del sitio NR1 en el
dominio de union al agonista han mostrado tener una mejor capacidad terapéutica
(anticonvulsivantes, neuroproteccion, propiedades analgésicas) y exhiben menos
efectos adversos en comparacion con antagonistas de la subunidad NR2 (Dannhardt
& Kohl, 1998).

Modulacion alostérica del receptor NMDA.

Durante las Ultimas tres décadas se han encontrado compuestos que interactian con
el receptor NMDA en alguno de sus cuatro sitios de unién: el poro del canal i6nico, el
sitio de unién de glutamato, el sitio de union de glicina y el dominio N-terminal (Figura
6; (Monaghan et al., 2012)).

Blogueadores del poro

Fisiolégicamente, iones de Mg?* se encuentran bloqueando el poro del canal cuando
el potencial de membrana esta en reposo, este bloqueo es dependiente de voltaje y
se elimina cuando se despolariza la membrana. Este bloqueo se produce por un
residuo de asparagina en el segmento M2 que produce una constriccion en el poro
del canal del receptor, permitiendo el flujo de calcio pero no de magnesio (Wollmuth

& Sobolevsky, 2004), este sitio de unién del Mg®* se encuentra en la profundidad del
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canal y las subunidades méas sensibles a este ion son la NR2A y NR2B en
comparacion de los subtipos NR2C y NR2D (VykKlicky et al., 2014; Yu et al., 2015).

Un gran numero de compuestos organicos inhiben al NMDAR obstruyendo el poro
del canal. Estos compuestos, estructuralmente diversos, son bloqueadores que
requieren una activacion previa del receptor. Todos ellos conservan una carga
positiva y actian de una manera dependiente de voltaje. Normalmente estos
bloqueadores del poro discriminan muy poco entre los subtipos de receptores NMDA.
Ejemplo de estos, son algunos anestésicos clinicamente utilizados como la
fenilciclidina (PCP), tionil-ciclohexil-piperidina (TCP), ketamina, y otros farmacos
como memantina y amantadina (Lee et al., 2014).

Se sabe que la dizolcipina (MK-801) es el farmaco mas potente para bloquear las
subunidades NR2A y NR2B que NR2C y NR2D, pero su diferencia de afinidad es
relativamente pequefia (menor a 10 veces) (Sean, Bengtson, Bading, Wyllie, &
Hardingham, 2013). No se han entendido completamente las determinantes
estructurales que expliquen la selectividad de cada sustancia, pero se cree que se
debe a interacciones hidrofébicas entre los diferentes grupos funcionales del
bloqueador y residuos hidrofébicos ubicados en el vestibulo del poro. Por lo tanto,
moléculas con grandes diferencias en su selectividad como estas podrian ser muy
utiles, por lo menos para diferenciar entre receptores que contengan los subtipos
NR2A y NR2B de aquellos que contengan las subunidades NR2C y NR2D.

Los blogueadores de alta afinidad como el PCP y MK-801 producen efectos
indeseables como, ataxia y disturbios en el aprendizaje y memoria, por tal motivo se
han restringido su uso en la clinica. La tendencia de estos compuestos para producir
tales efectos adversos se relaciona a su cinética lenta para disociarse del sitio de
unién, permaneciendo por mas tiempo dentro del canal (Carey, Dai, & Gui, 1998;
Wong et al., 1986).
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Modulacién en el dominio N-terminal

Los Unicos compuestos organicos que han mostrado tener una alta selectividad entre
los subtipos de los NMDARs son el ifenprodil y sus derivados. Estas sustancias
actlan como antagonistas no competitivos selectivos de la subunidad NR2B, que
actian independientemente del voltaje. Estos compuestos han mostrado tener un
uso terapéutico prometedor en modelos de dolor neuropatico y neuroproteccion, por
lo que se ha estado trabajado por identificar nuevos derivados con mayor
selectividad y seguridad que el ifenprodil, principalmente ya que éste posee un efecto
cardiotéxico. El ifenprodil se une al sitio NTD de la subunidad NR2 ejerciendo una
modulacién alostérica que ademas, se sabe aumenta la inhibicion inducida por

protones (Masuko et al., 1999).

También el Zn?* modula la funcién del receptor NMDA uniéndose al sitio NTD. Es un
modulador alostérico enddgeno, ya que es liberado de las terminales presinapticas
junto con el glutamato, por tal motivo su efecto tiene relevancia fisioldgica (S. F.
Traynelis et al., 2010). Este i6n se une solamente a las subunidades NR2A y NR2B
pero con una afinidad mayor a 100 veces por el subtipo NR2A (P Paoletti, Ascher, &
Neyton, 1997).

La asociacién del Zn%" a su sitio de accién produce efectos similares a cambios de
pH (aumento de protones), ya que los canales protonados tienen una menor
probabilidad de apertura, sugiriendo que el efecto del Zn** es producido aumentando

la inhibicion por protones (Dravid et al., 2007; Erreger & Traynelis, 2005).

Modulacion por poliaminas

Las poliaminas son aminas alifaticas polibasicas que se encuentran cargadas
positivamente a pH fisioldgico. En el cerebro existe una gran variedad de poliaminas,
entre ellas: espermina, espermidina y putrescina. La mayoria (putrescina, espermina)
son sintetizados a partir de la ornitina durante el ciclo de la urea (Chen & Roche,
2007).
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Estos compuestos son constituyentes naturales del SNC y existen en el medio intra 'y
extracelular a concentraciones considerables para tener influencia en la
neurotransmision y en el desarrollo neuronal. Se han observado multiples efectos por
poliaminas en neuronas de hipocampo como potenciacién e inhibicion dependiendo
el tipo celular por las diferencias en los niveles de expresion de las subunidades NR2
del receptor NMDA.(Rumbaugh, Prybylowski, Wang, & Vicini, 2000)

La liberacion de poliaminas de las terminales presinapticas puede modular de
diferente manera la actividad de los NMDARs. La espermina aumenta la afinidad
entre la glicina y su sitio de unién (potenciacion dependiente de glicina), mientras que
en condiciones saturadas de glicina aumentan la amplitud maxima de la respuesta de
los NMDARs (potenciacion independiente de glicina), resultado de la unidn de las
poliaminas entre I6bulos del dominio amino terminal favoreciendo el estado abierto.
Este efecto estabiliza la interfase del dimero ABD disminuyendo la sensibilidad a
protones. A potenciales negativos, la espermina también puede producir un bloqueo
voltaje-dependiente sobre el NMDAR. El bloqueo de espermina es similar al
producido por iones Mg®" pero se puede revertir mediante permeabilidad a

potenciales hiperpolarizantes (Lerma, 1992; Turecek et al., 2004).

Los efectos de las poliaminas dependen de la composicion del NMDAR. Los
receptores que presentan las isoformas NR1 con el exédn 5 carecen de interaccion
con poliaminas debido a que la secuencia de aminoacidos que codifica este exon
forma un asa superficial con estructura similar a las poliaminas (Rumbaugh et al.,
2000).

Adicionalmente, se sabe que hay una interaccion alostérica entre la espermina con el
ifenprodil, la unién de uno promueve la disociacién del otro. La espermina que se
encuentra en el medio intracelular también modula la actividad de los NMDARSs,
inhibiendo reversiblemente la actividad del canal por un mecanismo diferente a la
inactivacion inducida por Ca®* y a diferencia del efecto inhibitorio de las poliaminas
extracelulares, la inhibicion intracelular por espermina no depende de la composicion
del NMDAR (Han et al., 2008).
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Modulacion por protones (HY).

Los cambios en el pH fisiolégico pueden modular la actividad de una gran variedad
de canales iénicos incluyendo canales de Ca®*, Na* y K* sensibles a voltaje, canales
de K* rectificadores entrantes, uniones comunicantes, canales de K" activados por
Ca**, receptores tipo nicotinicos, GABA y NMDA, entre otros. Se han propuesto
varios mecanismos de protonacion por el cual el pH produce su efecto: como
cambios en la carga de la superficie de la membrana, protonacion de carbohidratos
y de aminoécidos involucrados en: la union del agonista, conduccién y mecanismos

de compuerta mediante reacomodos estructurales (Dravid et al., 2007).

A pH fisioldgico, el NMDAR se encuentra inhibido un 50%, el aumento extracelular
del pH incrementa la respuesta del NMDAR mientras que en el caso contario,
disminuye la probabilidad de apertura. La sensibilidad a protones es influenciada por
la presencia de las subunidades NR1 y NR2, incluso algunos moduladores del
NMDAR como el Zn?*, ifenprodil y poliaminas act(ian, en cierto grado, afectando la
modulacion por protones (H") (Kanemitsu et al., 2003; S. Traynelis, Hartley, &

Heinemann, 1995).

El dominio amino terminal de la subunidad NR1 fue el primer sitio de accion del pH
considerado, también el dominio NTD de las subunidades NR2A y NR2B influye en la
sensibilidad a H*. Los aminoacidos del dominio NTD NR1 que mas afectan la
sensibilidad al pH estan acoplados en una estructura primaria, separados entre ellos
por decenas de aminoacidos y son parte de la seccion que une los dos l6bulos de

este dominio encargados de la apertura y cierre del canal (Low et al, 2003).
Ademas del dominio NTD existen dos series de aminoacidos que contribuyen mas en

la sensibilidad al pH del receptor NMDA, son las dos secciones que unen el dominio

S2 con los segmentos transmembranales M3 y M4.
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Otros sitios moduladores del NMDAR
Hipotéticamente, existen mas sitios donde pueden actuar ligandos extracelulares
para modular la actividad del receptor NMDA: adyacente al sitio NR1 NTD y la

interfase del dimero ABD se provee otro sitio para nuevos moduladores alostéricos.

Figura 7. Estructura y sitios de modulacion alostérica del receptor NMDA

NR1 NR2
Moduladores

= alostaricos
Dominio del .' siio 1
M-terminal | | .l /

Zn #* 24, Henprodil 2B
e

Dominio de ' _':' I| Agonistas y
unién para Y\ *"‘ antagonisias
agonistas Glicina ol " Gtamate

— —f\ SITIO 47
—" iy~
'/ /Inhlhn:lurga\ ‘m \

A~  del pora 7|y ,
nominlo 4 T
purn 3 1 4
.- zl A

Dominic — [
del '-.__ ! I
C-terminal

Membrana

Figura 7. Estructura y sitios de odulacién alostérica del NMDAR Tomado de: Flores-Soto et al.,
2012.

En los AMPARSs, este ultimo sitio une a moduladores alostéricos positivos que actian
por diferentes mecanismos como la ciclotiazida, que reduce la desensibilizacién de
los AMPAR y el aniracetam que enlentece la desactivacion del canal estabilizando la

interfase ABD favoreciendo la conformacion del estado abierto.

De tal manera, dada la alta conservacion en la arquitectura del dimero ABD entre los
NMDARs y AMPARS, es tentado a especular que también es un blanco para estos
farmacos moduladores, pero debido a que los NMDAR presentan poca
desensibilizacion para identificar moduladores de la interfase del dimero ABD, es
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requerido un protocolo de escaneo buscando posibles cambios en la cinética de

desactivacion.

Otro sitio con posible interaccion es la regiéon que une los dominios ABD en el
segmento transmembranal. En receptores AMPA, esta zona forma el sitio de
interaccion de antagonistas no competitivos de la familia GYKI. Aun no se ha
explorado si esta region homologa en NMDAR pueda unir también antagonistas u

otros moduladores (Paoletti and Neyton, 2007).

Antecedentes especificos

La Acetilcolina (ACh) y el receptor a N-metil-D aspartato (NMDAR) interactian en la
regulacion de mudltiples e importantes funciones cerebrales. La activacion del
receptor NMDA se sabe, es indirectamente modulada por ACh a través de la
activacion de receptores muscarinicos 0 nicotinicos (Fisher & Dani, 2000).
Actualmente, poca informacion sobre la interaccion entre ACh y el NMDAR esté
disponible.

D-Tubocurarina

La D-Tubocurarina es un alcaloide, mejor conocido por ser el antagonista competitivo
clasico de los receptores nicotinicos a Acetilcolina (ACh) y forma parte del
compuesto conocido como curare, siendo la sustancia activa de éste.
Historicamente, la D-Tubocurarina ha sido usada principalmente como un bloqueador
neuromuscular en el campo de la clinica y se conoce ampliamente su funcién
paralizante del sistema muscular (Colquhoun, Dreyer, & Sheridan, 1979;

Wenningmann & Dilger, 2001).

Cuando el farmaco se aplica directamente a la placa terminal de una sola fibra
muscular aislada, ésta se vuelve insensible a los estimulos del nervio motor o a la
ACh aplicada directamente. Sin embargo, la fibra muscular responde a los estimulos
eléctricos normales y al K, lo que indica que la D-Tubocurarina impide la union de la
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ACh a su sitio de union en el receptor. La D-Tubocurarina se fija al receptor
colinérgico nicotinico de la membrana celular pre y postsinaptica, bloqueando de esta
forma la accion transmisora de la ACh de modo competitivo (Colquhoun et al., 1979).

En el sistema nervioso, existe poca informacion sobre los efectos que tiene esta
droga sobre su blanco farmacol6gico y otros receptores presentes en las células
neuronales. La accion de esta sustancia se ha estudiado sobre el sistema nervioso
central en preparaciones de gato anestesiado y descerebrado, demostrando que
puede tener un efecto excitatorio sobre los centros respiratorios, el centro vasomotor,
el centro cardiaco y otros centros autondémicos, como aquellos que inervan las
células salivales; ademas, tiene un efecto que produce el aumento de la excitabilidad

en la produccion de reflejos espinales.(Salama & Wright, 1950).

Estudios mas recientes hechos en rebanadas de corteza auditiva de rata,
demuestran que la aplicacién de D-Tubocurarina y de otras drogas que acttan sobre
receptores nicotinicos y muscarinicos tienen un efecto modulatorio sobre la
activacion de los NMDARs; en el caso de la D-Tubocurarina, se ha observado que
tiene un efecto inhibitorio sobre la corriente mediada por este receptor en un rango
del 20% al 90% de su amplitud control. (Flores-Hernandez et al., 2009)

Un andlisis hecho mas tarde por el mismo grupo, sugiere que la D-Tubocurarina
interfiere al menos con la actividad glicina-dependiente del NMDAR. Esto nos
indicaria que las corrientes mediadas por NMDARs pueden ser inhibidas
directamente por drogas colinérgicas, posiblemente mediante la interaccion directa
con una o mas de las subunidades que conforman al NMDAR.
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JUSTIFICACION

En el laboratorio de Neuromodulacion estudiamos a las corrientes activadas por
Glutamato, especificamente las de tipo NMDA. El papel modulador de acetilcolina
normalmente es referido por su accion a través de los receptores de tipo
muscarinico. Cuando estudiamos el papel modulador colinérgico sobre la corriente
activada por NMDA encontramos los siguientes resultados: el efecto reductivo de
acetilcolina era mimetizado por Oxotremorina M (agonista muscarinico), pero no era
antagonizado por atropina, lo cual descartaba los efectos muscarinicos. Esto abri6
nuevas vias en la farmacologia de efectos de los agentes colinérgicos, en especifico,
el estudio de agentes nicotinicos como la nicotina y la D-Tubocurarina los cuales
nunca se habian relacionado con corrientes glutamatérgicas. En este proyecto
decidimos enfocarnos al estudio del efecto de la D-Tubocurarina sobre las corrientes

activadas por NMDA.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de los resultados obtenidos por Flores-Herndndez en 2009 al perfundir
neuronas de corteza auditiva de rata con D-Tubocurarina y otros agentes
colinérgicos en los que se observa una reduccion de la corriente activada por NMDA,
es importante conocer la forma en que la D-Tubocurarina modula estas corrientes, en
este caso, mediante el registro electrofisiolégico usando la técnica de fijacién de
voltaje en neuronas espinosas medianas del nucleo estriado de la rata. Se plantea
dilucidar el tipo de efecto farmacol6gico producido por la D-Tubocurarina y encontrar
la concentracién efectiva 50 (CE50), que hasta el momento se desconocen, en lo

posible, nos proponemos plantear un mecanismo de accion.

22



HIPOTESIS

La D-Tubocurarina reduce las corrientes activadas por el receptor a NMDA en las
neuronas medianas del nucleo estriado de la rata entonces y podria actuar como un
antagonista competitivo de los ligandos (Glutamato o Glicina) que producen esta

corriente.

OBJETIVOS
Objetivo General

Estudiar el efecto de la D-Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA en
neuronas espinosas medianas agudamente disociadas del nucleo estriado de rata,
determinando el mecanismo farmacolégico producido sobre el NMDAR.

Objetivos Particulares

e Realizar curva dosis-efecto de D-Tubocurarina sobre la corriente activada por
NMDA desde una concentracion de 1 pM hasta 1 mM.

e Determinar si el efecto de la D-Tubocurarina es voltaje dependiente.

e Determinar la interaccion de la glicina a diferentes concentraciones con la
accion de la D-Tubocurarina en las corrientes activadas por NMDA.

MATERIAL Y METODOS
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Muestreo

Definicion de la unidad de poblacion
Para los procedimientos se utilizaron neuronas agudamente disociadas del nucleo
estriado procedentes de ratas macho de la cepa Wistar de 30 dias de edad (100-
120g) procedentes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

Seleccion de la muestra
Los registros se realizaron en neuronas clasificadas como espinosas medianas
(NMs) del nacleo estriado de la rata (usualmente menores a los 75 um de largo) con
dendritas y axén cortos, que presenten corrientes de Na* y Ca®*', con una
capacitancia de 8 + 4 pF, una resistencia de membrana de al menos 1GQ y una

resistencia de acceso menor a 25 MQ.

Tamafio de la muestra
Por cada condicion experimental se obtuvo el registro de un minimo de seis
neuronas estriatales. Se ocuparon como total la cantidad de 32 ratas para cumplir los

objetivos del proyecto.

Material

e Material quirtrgico para diseccién

e Halotano

e Vibratomo Campden, modelo VSL

e Sistema de gaseado: oxigeno y carbégeno

e Pipetas Pasteur de punta corta de diferentes calibres pulidas a fuego

e Tubos de ensayo

e Cajas Petri estériles de poliestireno 35mm de diametro (Nunclon Surface
NUNC)

e Camara de incubacion seca para control de temperatura VWR — Scientific

e Microscopio invertido, marca Nikon TMS.
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e Valvulas solenoides (The Lee Company, Essex CO LFAA 1201718H)

e Programa pClamp versién 8.0

¢ Amplificador Axopatch 1-D (Axon Instruments Foster City, CA)

e Tarjeta Digidata 1322A (Molecular Devices)

e Controlador de valvulas solenoides disefiado y armado en nuestro laboratorio.
¢ Micromanipulador marca Sutter Instrument Company

e PC compatible

Soluciones

Se utilizaron las siguientes soluciones para registro y mantenimiento de las células

obtenidas del nucleo estriado de la rata:

e Solucion de Isetionato de sodio

e Solucion salina balanceada de Earle (EBSS)
¢ Solucion balanceada de Hanks (HBSS)

e Solucioén externa

e Solucidn interna

e Solucién de bafo.

Metodologia

Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999). Los
experimentos se realizaron en ratas macho de la cepa Wistar de 30 dias de edad
(100-120g) procedentes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

El registro se realizd en células agudamente disociadas provenientes del nucleo
estriado de rata. El protocolo de disociacion empleado ya ha sido previamente

descrito (Bargas, Howe, Eberwine, Cao, & Surmeier, 1994; Flores-Hernandez et al.,
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2002; Surmeier, Bargas, Hemmings, Nairn, & Greengard, 1995); el cual se describe a

continuacioén con algunas modificaciones:

Las ratas fueron anestesiadas con halotano y decapitadas, los cerebros se disecaron
rapidamente y se colocaron en solucion fria de isetionato, suplementada con (en
mM): 1 acido pirdvico, 0.005 glutatién, 0.1 N® — nitro — L — arginina, 1 &cido
kinurénico, y gaseada con O,. Posteriormente se obtuvieron rebanadas coronales de
350um con ayuda de un vibratomo (Campden) mientras estuvieron sumergidas en la

misma solucion. Se disecciond la regién dorsal del ndcleo estriado.

Posteriormente las rebanadas se mantuvieron entre 1 a 6 horas a temperatura
ambiente (20-22° C) en una solucion salina balanceada de Earle (EBSS, SIGMA)
amortiguada con bicarbonato de sodio (NaHCOg3) suplementada con (en mM): 1
acido piravico, 0.005 glutation, 0.1 N€ —nitro — L — arginina, 1 &cido kinurénico;
burbujeada con 95% O,/ 5% CO,, pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300 —
310mOsm/L.

Después de al menos 1 hora de incubaciéon se tomo6 una rebanada del nucleo
estriado para su tratamiento enzimatico; el cual se realiz6 en una camara de cultivo
de 40mL con solucién salina balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) amortiguada con
HEPES burbujeada con O, conteniendo 0.75 mg/ml de papaina (Calbiochem) a 35°
C, durante 20 min. Suplementada con (en mM): 1 acido piravico, 0.005 glutation, 0.1

NC — nitro — L — arginina, 1 acido kinurénico.

Transcurrido el tiempo de la digestion enzimética, el tejido se lavd con la solucién de
isetionato y posteriormente fue disociado mecanicamente con pipetas Pasteur de
diferentes calibres (pulidas al fuego). La suspension de células se sembré en cajas
Petri de 35 mm (Nunclon Surface, NUNC) montadas en el microscopio de registro.
Después de 10 minutos de incubacion la suspension se lavé con una solucién de
fondo (en mM): 140 NaCl, 23 Glucosa, 15 HEPES, 2 KCI, 2 MgCl,, 1 CaCl, y 1%
rojo fenol, burbujeada con O,, pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300 — 310mOsm/L; para
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su posterior registro por medio de la técnica de fijacion de voltaje. El potencial de
membrana empleado fue de —80mV.

Técnica de célula completa en protocolos de fijacién de voltaje

Se empled la técnica de célula completa con fijacion de voltaje (Bargas et al., 1994).
Los electrodos de registro fueron estirados de tubos capilares de borosilicato tipo
Corning 8250 (AM Systems Inc., Carlsborg, WA).

La solucién interna para registro de corrientes de Ca®* y activadas por NMDA esta
compuesta de (en mM): 175 N—-metil-D—glutamina (NMDG), 40 HEPES, 2 MgCl,, 10
acido etilenglicol-bis (B—aminoetil éter)-N, N, N’, N'- tetraacético (EGTA), 12
fosfocreatina, 3 Na,ATP, 0.35 NasGTP, 0.1 leupeptina, pH = 7.25 con H,SO,, 265 —
270mOsm/L.

La solucion externa compuesta de (en mM): 127 NacCl, 20 CsCl, 5 BaCl,, 2 CaCl,, 12
glucosa, 10 HEPES, pH = 7.4 con NaOH, 300 — 305mOsm/L., y Glicina 20uM para la
generacion de las corrientes de NMDA.

Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijaciéon de voltaje “voltage
clamp” Axopatch 1-D (Axon Instruments Foster City, CA, controlado con el programa
pClamp Version 8 (Axon Instruments) ejecutandose en una computadora con
procesador Pentium con una interfase tipo Digidata 1322A (Axon Instruments). La
resistencia de los electrodos fue tipicamente de 7 — 10 MQ en el bafio. Después de la
ruptura del sello, la resistencia serial debi6 ser menor a 25MQ. Los registros se
realizaron en neuronas con dendritas cortas (usualmente menores a los 75um). El

potencial de membrana se mantuvo en —80mV mientras no hubo protocolo activo.

Método de recoleccién de datos

Los registros electrofisiologicos se obtuvieron con un amplificador para fijacion de
voltaje (voltage clamp) Axopatch 1-D (Axon Instruments Foster City, CA), controlado
con el programa pClamp Version 8 (Molecular Devices) ejecutandose en una
computadora con procesador Pentium con una interfase tipo Digidata 1322A

(Molecular Devices).

27



Aplicacién de farmacos

Para la induccion de corrientes activadas por ligando NMDA, este fue aplicado a
través de un sistema de dos capilares con un angulo de 45° entre ellos y una
distancia de 200 a 600um de la célula a registrar. Un capilar contuvo la solucion
externa (control) y el otro, ésta misma mas el ligando a utilizar. El intercambio de
solucién se realizdé por la apertura de valvulas solenoides (The Lee Company, Essex
CO LFAA 1201718H) comandadas por la salida digital del sistema Digidata 1322A
de Axon Instruments y un aparato de control fabricado en el laboratorio. La célula fue
bafada por la solucién del primer capilar con la solucion externa o control, después
del cambio, la célula se bafidé con la solucién del segundo capilar conteniendo el
ligando a probar durante 3s, para posteriormente regresar a la solucién control. El
tiempo en que el electrodo detecta el cambio de las condiciones iGnicas entre una

solucién y otra es de 6ms.

Protocolos electrofisiolégicos.
Los protocolos empleados para el registro electrofisiolégico fueron los siguientes:

Rampa: Rampa de voltaje (-100mV a +40mV) con una duracion de 100ms para
generar las corrientes de Na* y Ca?* y con el objetivo de conocer el estado funcional

de la célula.

+ 40mV
- 80mV

- 100mV
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Aplicacién de NMDA o NMDA+ D-Tubocurarina: El potencial de mantenimiento fue
de —80mV durante 15 segundos; de los cuales 3 segundos son para la aplicacién del

neurotransmisor (NMDA) a una frecuencia de 500 Hertz.

NMDA o
NMDA + Tubocurarina
-80mYV 3s
L
-90mV

Con el protocolo de aplicacion de NMDA y NMDA+ D-Tubocurarina se efectuaron las

curvas dosis-efecto de D-Tubocurarina sobre la corriente activada por NMDA.

I-V con Aplicacion de NMDA y NMDA + D-Tubocurarina: Se hizo el registro a
diferentes potenciales de mantenimiento (Desde -100 mV hasta +20 mV en pasos de
20 mV).

NMDA o
NMDA + D-Tubocurarina
3s
+20 mV
-80 mV
-100 mV
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Andlisis estadistico

Los valores en tablas, graficas o texto mostrados representan el valor de la media de
los resultados obtenidos + su error estandar de la media (EEM). En el caso de la
curva dosis-efecto, se muestra cada una de las concentraciones utilizadas de D-
Tubocurarina, ajustando con una ecuacidn doble logistica para identificar la
concentracion efectiva 50 (CE50) del farmaco. Los datos de los resultados de los
experimentos fueron analizados primero con una prueba de Shapiro (p<0.05) para
determinar el comportamiento de una distribucion normal; para los datos de la curva
dosis-efecto se utilizara una prueba de ANOVA de medidas repetidas con una
postprueba de bonferroni (p<0.05), mientras que en los datos de bloqueo de corriente
se utilizé una prueba t-Student de dos colas para muestras pareadas (p<0.05). En
datos que no muestren una distribuciébn normal, se emplearon otro tipo de pruebas
gue se ajusten correspondientemente a los datos recolectados. Los programas
utilizados para el analisis y graficacion de los datos son Origin versién 9 (Microcal

Software Inc., Norton Hampton, MA) y GraphPad Prism version 5.

BIOETICA

Este trabajo de investigacion fue desarrollado con la previa revisioén, conocimiento y
seguimiento de los lineamientos de documentos nacionales e internacionales de
normas de seguridad asi como de las medidas a seguir para tratar con animales de
investigacion, uso debido y desecho de los materiales biolégicos.

En la presente investigacion se tomaron en cuenta los titulos V, Xl y Xl de la Ley
General de la Salud, con el objetivo de respaldar la investigacion y establecer que los
animales usados en la experimentacion no sufriran innecesariamente y que durante

el tiempo de su manutencion se le asegurara el bienestar maximo.

El Titulo V de la Ley General de Salud, el cual se refiere a la Investigacion para la
Salud, en el articulo 96, en el apartado Ill, establece que la investigacion para la

salud comprende el desarrollo de acciones que contribuyan a la prevencion y control
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de los problemas de salud que se consideren prioritarios para la salud. Este
proyecto pretende obtener conocimiento que puede ayudar a la prevencién o
tratamiento de problemas sanitarios (Titulo V, Investigacion para la Salud, Ley
General de Salud, 2015).

En el Titulo XIl, Control Sanitario de Productos y Servicios y de su importacion y
Exportacion, cabe resaltar que la sustancia usado para esta investigacion, la D-
Tubocurarina, es usada Unicamente con fines de investigacidon basica, no se
administra a ningun sujeto de investigacion directamente (Titulo XlI, Control Sanitario
de Productos y Servicios y de su Importacion y Exportacion, Ley General de Salud,
2015).

En la presente investigacion no se busca obtener algin beneficio, ni se pretende
promover el uso de la D-Tubocurarina sin la sustentacion, ni los fundamentos
adecuados, como establece el Titulo Xlll de la Ley General de Salud, la publicidad
referente a la salud (Titulo XIII, Publicidad, Ley General de la Salud, 2015).

También se toma en cuenta la Declaracion de Helsinki Il, el cual establece los
principios y derechos universales en estudios de investigacion en especies, en este
caso la rata Wistar, utilizados en laboratorios. Se hace constatar que se respetara
cada a uno de los lineamientos establecidos en la Declaracion, vigilando que al
animal sufra lo menos posible y se garantice su seguridad en el tiempo en que sea
utilizado. La Declaracion de Helsinki, marca que el uso de animales es esencial para
el progreso médico, sin embargo, exige que la investigacién respete el bienestar de
los animales usados en investigacion, se debe tratar a los animales de una forma
compasiva y que el uso de animales es necesario para lograr un resultado importante
cuando no se disponga de ningun otro método posible (Declaracion de la AMM sobre
el Uso de Animales en Investigacion Biomédica, 2013). Ademas, como se marca en
“Principios para toda investigacion médica” en el punto 15 de la Declaracion de
Helsinki 1l de la Asociacion Médica Mundial, el protocolo de investigacion sera

enviado para su revision a un comité de ética de investigacion.
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El laboratorio donde se desarroll6 el proyecto cuenta con las normas de bioseguridad
de un laboratorio basico, segun el articulo 76 del reglamento de la Ley general de
salud en materia de investigacion para la salud y las normas establecidas en el
manual de procedimientos de bioseguridad de la UNAM, capitulo 3, seccion 3.1.1,
seccion 3.1.2 y 3.1.4. El “Manual de procedimientos en bioseguridad”, fue elaborado
por la Comision de Bioseguridad atendiendo lineamientos y recomendaciones
existentes en la materia para el manejo de agentes biolégicos descritos en la
normatividad y reglamentacion nacional; como ejemplo, en la “Ley general de salud
en materia de investigacion para la salud”, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion, México D. F., 3 de febrero de 1983. Todas las ratas usadas para el
desarrollo del presente estudio seran proporcionadas por el Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Se utilizaron ratas
macho de la cepa Wistar de 30 dias de edad (100-120g) previamente alojadas en
jaulas de policarbonato y mantenidas en condiciones de temperatura constante con
un ciclo de luz-oscuridad (12/12 horas) con libre acceso a agua y alimento. El
manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se realizdé en apego a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

El sacrificio de los animales fue realizado Unicamente por personal de laboratorio que
previamente ha recibido la capacitacién y la certificacion necesaria para el uso y
manejo del modelo murino por parte de los expertos del Bioterio Claude Bernard de
nuestra Universidad. Los animales han sido anestesiados con halotano (apartado
9.4.1.2 de la NOM-062-Z00-1999) en un espacio bien ventilado y en ausencia de
flamas u otras fuentes de ignicion (apartado 9.4.1.2.1 de la NOM-062-ZO0-1999).

En cuanto a las medidas de bioseguridad y contencion, el transporte y manipulacion
de material bioldgico, la desinfeccion y limpieza de laboratorio se realizaron de
acuerdo a las recomendaciones realizadas en el capitulo 8, secciones 8.1., 8.2.y 8.3

del “Manual de procedimientos de bioseguridad de la UNAM”.
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RESULTADOS

Durante el presente trabajo de tesis se registraron un total de 158 células
provenientes del ndcleo estriado de la rata, tomando en cuenta so6lo aquellas que

presentaron una resistencia de membrana mayor a 1 GQ y una resistencia de acceso
menor a 25 MQ.

El tamafio de las células registradas se determiné por su capacitancia; la cual se
considera una medida electrofisiolégica que equivale a 1pF/cm?, dichas células

oscilaron en tamafo entre 4 y 13 pF. (Grafica 1).
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Gréfica 1. Histograma de frecuencia de la capacitancia de las células registradas.
Se muestra la distribucion de las capacitancias de las células registradas. n= 158
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Figura 8. Microfotografias de células medianas aguadamente disociadas del nucleo estriado de la rata.
En la imagen de la parte inferior se muestra la microfotografia de una neurona disociada durante el registro
electrofisioldgico de corrientes de NMDA. El aumento es de 40x en todas las imagenes.

Protocolo de rampa

Al inicio de cada registro se realiz6 un protocolo de rampa de voltaje, en el cual se
hace un cambio en los valores de voltaje de la célula que va de -100 mV hasta +40
mV con una duracion de 100 ms, esto con el propdsito de conocer las corrientes de
Na"y Ca?* activadas por voltaje, indicandonos la viabilidad de la célula (Gréfica 2).
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Gréfica 2. Trazo representativo del protocolo de rampa. Registro de un protocolo de rampa de voltaje. Se
muestra el cambio de voltaje y la activacion de corrientes iénicas de Na* y Ca®*. Se observa la corriente de sodio
aprox. a -45 mV vy la corriente de calcio aprox. a -10 mV. La linea roja horizontal indica la corriente basal,
mientras que las lineas verticales indican el pico maximo de las corrientes.

Registro de las corrientes activadas por NMDA

Para generar las corrientes activadas por NMDA (Invpa), Se utilizo el protocolo de
aplicacion de NMDA anteriormente descrito. En este trabajo de tesis, la

concentracion usada para todos los experimentos fue de 100 uM (Flores-Hernandez
et al., 2002).
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Una vez generada la corriente activada por NMDA, se tomaron en cuenta los
siguientes parametros para la caracterizacion y andlisis de la corriente: tamafio de la
corriente al pico por densidad de corriente (pA/pF) y estado estacionario de la

corriente. (Grafica 3).

-80 mV

| 3
90 mV 80 mV

300 pA

A
NMDA 100pM

1s

Grafica 3. Trazo representativo del protocolo de aplicacion de NMDA 100uM. Se sefiala en A el
pico maximo de la corriente y en B el estado estacionario de la misma. En la linea horizontal en rojo se
muestra el cambio de voltaje durante el protocolo de aplicacion.

Modulacion de la corriente de NMDA por D-Tubocurarina.

Curva dosis-efecto NMDA vs D-Tubocurarina

Una vez obtenidas las corrientes activadas por NMDA, el primer objetivo a cumplir
fue conocer el efecto que tiene la D-Tubocurarina sobre las mismas. Estudios
realizados anteriormente en rebanadas de corteza auditiva, demuestran que la D-

Tubocurarina inhibe las corrientes glutamatérgicas activadas por NMDA.
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El primer paso para cumplir este objetivo fue realizar una curva dosis-efecto con la
aplicacion de este farmaco. Las concentraciones de D-Tubocurarina usadas fueron
de 1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 3 uM, 10 pM, 30 uM, 100 pM,
300 pM, 500 pM y 1 mM.

Para calcular la concentracion efectiva de la D-Tubocurarina, se tomo en cuenta solo
la inhibicién producida sobre el pico de las corrientes. Se puede observar, que el
efecto modulador de la D-Tubocurarina reduce el pico de las corrientes activadas por
NMDA (Gréfica 4).

Porcentaje de reduccion (%)
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Gréfica 4. Curva Dosis-efecto de Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA con respecto
al porcentaje de reduccion de la corriente. Se grafico el porcentaje de reduccion contra la concentracion
utilizada de D-Tubocurarina. La tabla de la derecha indica los valores de cada punto, los cuales representan el
efecto medio X + EEM; obteniéndose una CE50 de 2.01 nM para el primer ajuste y una CE50 de 615 UM para
el segundo ajuste. n=117
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Con los datos obtenidos se hizo un ajuste de tipo doble logistico, utilizando el
programa Origin 9.0. Se obtuvieron mediante este ajuste dos CES50, una de 2 nM
para el primer ajuste y una de 615 puM para el segundo ajuste. Se observa que el
efecto de la D-Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA es dosis

dependiente.

Haciendo énfasis en los resultados obtenidos en la curva dosis-efecto, se hizo un
ajuste complementario para las concentraciones que van desde 1 pM hasta 10 uM ya
que es posible que existan sitios de sensibilidad ademéas de los encontrados en el
ajuste hecho al total de las concentraciones utilizadas. En este ajuste que se realizo,
se encontrd que para este rango de concentraciones existen dos CE50, una de 79.05

pM y una segunda de 2.14 nM (Grafica 5).
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Gréfica 5. Curva Dosis-efecto de Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA con respecto
al porcentaje de reduccién de la corriente. Se grafico el porcentaje de reduccién contra la concentracion
utilizada de D-Tubocurarina en un rango de concentraciones desde 1 pM hasta 10 uM. La tabla de la derecha
indica los valores de cada punto, los cuales representan el efecto medio X + EEM; obteniéndose una CE50 de
79.05 pM para el primer ajuste y una CE50 de 214 nM para el segundo ajuste. Este ajuste se hizo para
complementar la informacion proporcionada por el total de concentraciones usadas de D-Tubocurarina en este
protocolo.
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La concentracién de D-Tubocurarina elegida para continuar con los registros de
coaplicacion fue de 1 uM debido a que se consider6 como un punto intermedio entre
las CE50 obtenidas y a que esta concentracion de D-Tubocurarina es capaz de

inhibir aproximadamente un 20% de las corrientes mediadas por NMDA.

Voltaje dependencia del efecto de D-Tubocurarina sobre las corrientes
activadas por NMDA.

El siguiente objetivo consistié en analizar la posible dependencia al voltaje en la
unién de la D-Tubocurarina al receptor de NMDA. Para este propdésito, se registraron
14 células provenientes del nacleo estriado, se utilizé la coaplicacion de NMDA y D-
Tubocurarina 1 pM durante un protocolo de registro de corrientes a diferentes
voltajes de mantenimiento, con cambios de 20 mV desde -100 mV hasta +20 mV
(Gréfica 6).

A NMDA 100 pM B NMDA 100 pM + D-Tc 1 pM
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Grafica 6. Efecto de la modulacion por D-Tubocurarina sobre las corrientes de NMDA en el protocolo
IV. Se muestra un registro representativo del efecto de D-Tubocurarina sobre las corrientes de NMDA a
diferentes voltajes de mantenimiento, donde A es la situacidn control y B ejemplifica la coaplicacion de
D-Tubocurarina. A y B corresponden a la misma célula en las diferentes condiciones de aplicacion de los
farmacos, cada color representa un voltaje diferente al cual ha sido mantenido la célula registrada.
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Los datos obtenidos de los registros obtenidos mediante el uso del protocolo de
corriente vs voltaje se analizaron tomando en cuenta la modulacién observada en el
pico y en el estado estacionario como el porcentaje de reduccién o aumento de la

corriente.

El efecto observado sobre el pico de la corriente con el protocolo IV fue que la
corriente es inhibida aproximadamente un 20% desde voltajes de -100 mV hasta -20
mV, sin embargo, a voltajes de 0 mV y +20 mV se observaron efectos muy variables
que tendieron a un aumento en el pico de la corriente, con media + EEM de 10.1 +
31.5% y 141 + 82.5% respectivamente. No se encontré diferencia significativa en

comparacion con la condicién control, es decir, no hay voltaje dependencia.

Se decidi6 separar a las 14 células registradas en dos grupos de células que
mostraron diferentes patrones de inhibicién y aumento de sus corrientes. El primer
grupo de estas células consistio de 6 células en las cuales la inhibicién producida por
la D-Tubocurarina fue menor que en el otro grupo a voltajes desde -100 mV hasta -
20 mV, y ademas, a voltajes de 0 mV y +20 mV la corriente aumento en valores con
una media de 58.75 + 57.5% y de 335.1 + 129%.

En las 8 células registradas restantes, el efecto de la D-Tubocurarina produjo una
inhibicién de aproximadamente 20% a voltajes de -100 mV hasta -20 mV, y en estas
células, a voltajes de 0 mV y +20 mV se produjo una reduccién mayor de la corriente,
con medias en los valores porcentuales de -37.4 + 15.3% y -51.8 + 15.6% de

reduccion respectivamente.
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Es notable que en ambos grupos, el efecto de la D-Tubocurarina produce reduccion
de la corriente a voltajes entre -100 mV y -20 mV, sin embargo, a valores de 0 mV y
+20 mV, un grupo de células tuvo aumento en el pico de la corriente, mientras que el
otro grupo tuvo una reduccién mayor. Es posible que se trate de dos poblaciones
neuronales con diferentes arreglos en la conformacion del receptor NMDA. Se
encontr6 una diferencia significativa entre los efectos producidos por la D-
Tubocurarina solamente a un voltaje de +20 mV entre los grupos de células

registradas (Grafica 7).
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Gréfica 7. Efecto de D-Tubocurarina en el pico de corrientes activadas por NMDA en un protocolo I1V. A) Se
muestra el porcentaje de aumento o reduccién del pico de la corriente de NMDA a voltajes desde -100 mV hasta +20 mV
(n=14). B) Se muestra el porcentaje de aumento o reduccion del pico de la corriente en el total de células, que han sido
separados en dos grupos segun el efecto que produce la D-Tubocurarina sobre el pico de la corriente a voltajes de 0 mV'y
+20 mV. En negro (n=6), el grupo de células en las que la D-Tubocurarina produce aumento en el pico. En rojo (n=8) se
muestra el grupo de células sobre las cuales la D-Tubocurarina induce una reduccion en la corriente al pico en todo el
protocolo. Se aprecian diferencias significativas entre los efectos vistos entre estos dos grupos a valores positivos de
voltaje. p<0.05
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El efecto que la D-Tubocurarina produce sobre el estado estacionario de la corriente
en el protocolo IV aplicado fue muy variable, sin embargo, no se encontré una
diferencia significativa entre los porcentajes de reduccion y aumento producidos a los
diferentes voltajes del protocolo. De la misma forma que en los valores obtenidos del
pico de la corriente, en este caso también se hizo la separacion del total de neuronas
registradas en dos grupos que mostraron valores diferentes de reduccién y aumento
de la corriente en estado estacionario a voltajes de 0 y +20 mV. En el grupo que
mostré valores de aumento en la corriente en el estado estacionario, los valores
obtenidos fueron de 17.3 £ 16.4% y 133.2 + 63.3% respectivamente (n=8). En el
grupo que mostro valores de reduccion de la corriente en el estado estacionario a
estos voltajes, los valores porcentuales de cambio fueron de -56.5 £+ 11.3% y -137.6
+ 83.6%. No hubo diferencia significativa en el efecto producido por la D-

Tubocurarina en cada uno de los grupos de células registrados. (Grafica 8).
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Gréfica 8. Efecto de D-Tubocurarina en el estado estacionario de corrientes activadas por NMDA en un
protocolo IV. A) Se muestra el porcentaje de aumento o reduccidn del pico de la corriente de NMDA a voltajes desde
-100 mV hasta +20 mV (n=14). B) Se muestra el porcentaje de aumento o reduccion del pico de la corriente en el
total de células, que han sido separados en dos grupos segin el efecto que produce la D-Tubocurarina sobre el pico de
la corriente a voltajes de 0 mV y +20 mV. En negro (n=8), el grupo de células en las que la D-Tubocurarina produce
aumento en el estado estacionario. En rojo (n=6) se muestra el grupo de células sobre las cuales la D-Tubocurarina
induce una reduccion en la corriente al estado estacionario en los mismos valores de voltaje.
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Efecto de la D-Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA a
diferentes concentraciones de Glicina.

Con el objetivo de conocer si la D-Tubocurarina compite con la Glicina por el sitio de
unidn de este coagonista del receptor NMDA, se utilizé la coaplicacion de NMDA con
y sin la presencia de D-Tubocurarina 1 pM a diferentes concentraciones de Glicina
en 27 neuronas. En los registros obtenidos mediante este protocolo se utiliz6 como
condicion control la aplicacién de solucion de control TEA-free adicionada solo con el

agonista NMDA, es decir, no se adiciono Glicina para la activacion de la corriente.

Gly 1M Gly 10 uM

0 + +
D-Tc 1 uM Gly1uM D-Tc1puM Gly 10 uM D-Tc 1 uM

)

-400

Corriente (pA)
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—eo— E.E.
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0 10 20 30 40 50 60 70
NUmero de trazos

Gréfica 9. Curso temporal representativo del efecto de D-Tubocurarina 1 pM en el pico y estado
estacionario de corrientes activadas por NMDA en un protocolo de coaplicacion de NMDA en
ausencia y presencia de Glicina a diferentes concentraciones. Se muestran en negro los valores obtenidos
al pico y en rojo los obtenidos en el estado estacionario de las corrientes registradas.
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Las concentraciones usadas de Glicina para este protocolo fueron 0 Glicina, 1 pM y
10 uM. Se midié el cambio producido en el pico y el estado estacionario de la

corriente (Grafica 9).

Con los datos obtenidos en estos registros, se calcularon y se graficaron los
porcentajes de aumento o disminucién de la corriente en cada condicion de

aplicacion de los farmacos en presencia o en ausencia de Glicina.

Bajo la aplicacion de este protocolo, se observdé que en ausencia del coagonista
Glicina, la D-Tubocurarina a una concentracion 1 pM produjo un aumento
considerable en la corriente al pico, sin embargo, en las corrientes en el estado
estacionario no se nota un cambio importante (Grafica 10). En la aplicacion de
Glicina 1 uM més D-Tubocurarina se encontrd un ligero aumento tanto en la corriente
al pico como en la corriente en el estado estacionario con respecto a la aplicacion de

Glicina 1 uM en ausencia de D-Tubocurarina (Grafica 11).

NMDA 100 pM
+

NMDA 100 uM D-Tc 1 puM NMDA 100 pM

50 pA

2s

Gréfica 10. Trazo representativo del efecto de D-Tubocurarina 1 UM en ausencia de Glicina en
el pico y estado estacionario de corrientes activadas por NMDA. Existe aumento de la corriente
en el pico, pero no en el estado estacionario (E.E). Las lineas punteadas muestran el nivel control de
las corrientes registradas en el pico y estado estacionario segln se indica.
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Por ultimo, cuando se aplicé Glicina 10 uM, el efecto observado fue un aumento en el
porcentaje de incremento de las corrientes al pico y en el estado estacionario en
comparacion con la aplicacion de Glicina 10 uM mas de D-Tubocurarina, se produjo
una reduccion en las corrientes producidas en presencia de este farmaco (Grafica
12).
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Gréfica 12. Efecto de D-Tubocurarina
sobre el estado estacionario de las
corrientes activadas por NMDA en
ausencia y presencia de Glicina.

A) Porcentajes de aumento de la corriente
al estado estacionario. Se incluye el valor
medio + E.E.M. obtenido para cada
condicidn de aplicacion de fa&rmacos.

B) Porcentajes del efecto producido por la
coaplicacion de  D-Tubocurarina a
concentraciones de 1 pM y 10 pM.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El trabajo anterior tuvo como objetivo principal estudiar el efecto modulador que
ejerce la D-tubocurarina en las corrientes activadas por NMDA e intentar comprender
su mecanismo de accion. Para lograr este proposito se registraron neuronas
medianas del nucleo estriado de la rata mediante el registro electrofisiolégico por
fijacion de voltaje, las cuales para ser incluidas en este estudio, debieron cumplir con
los siguientes requisitos: dendritas y axon cortos (usualmente menores a los 75um),
presencia de corrientes de Na* y Ca?* en el protocolo de rampa, una capacitancia de
8 + 4 pF, una resistencia de membrana de 1GQ y una resistencia de acceso menor a
25 MQ.

Las células registradas pertenecian al nlcleo estriado debido a que esta estructura,
gue forma parte de los ganglios basales, es de las mas afectadas en enfermedades
neurodegenerativas que producen discapacidades motoras y cognitivas como la
Enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington (Qiu, Li, & Zhuo, 2011), por
lo tanto, farmacos que sean capaces de modular o contrarrestar cambios indeseados
en la excitabilidad de estas neuronas son probados continuamente y se busca
exponer el papel que desempefian en el tratamiento y mejora de los sintomas de
estos desordenes.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis confirmaron estudios previos
realizados en el Laboratorio de Neuromodulacién del Instituto de Fisiologia de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla (Flores-Hernandez et al., 2009), en los
que se observé que la D-Tubocurarina reduce la corriente de NMDA, en aquel
estudio, en una preparacion de registro en rebanada de corteza auditiva de rata en

un rango del 20 al 90%.

Los resultados obtenidos en la curva dosis-efecto nos indican que el efecto de la D-
Tubocurarina es dosis dependiente y tiene un efecto multifasico sobre las corrientes
activadas por NMDA, ya que se obtuvieron dos CE50 en el analisis de todas las
concentraciones utilizadas en este protocolo de trabajo (Grafica 4). Esto nos sugiere

gue existen distintos sitios de unién del farmaco al NMDAR, al menos dos, uno que
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tiene una afinidad muy alta por el farmaco y otro en el que la concentracion necesaria
para producir un efecto sobre la corriente es alta, con afinidad menor por la D-
Tubocurarina y probablemente con un mecanismo parecido al de bloqueo del canal
segun la proporcion de la corriente que es reducida. Ademas, haciendo otro ajuste a
concentraciones bajas del farmaco, es posible encontrar otros posibles sitios de
union al NMDAR, sin embargo, para confirmar esto, es necesario profundizar en el
efecto producido por la D-Tubocurarina en el rango de concentraciones desde 1 pM
hasta 10 uM. Estos puntos dan pauta a conocer la afinidad que la D-Tubocurarina
tiene en diferentes sitios de unién dentro del NMDAR y nos abren camino a conocer
mas sobre las capacidades modulatorias de este famaco sobre este receptor.

En el estudio del efecto de la D-Tubocurarina a diferentes voltejes sobre el NMDAR,
al realizar un protocolo IV durante la coaplicacion del farmaco a una concentracion 1
MM se encontr6 que las corrientes en presencia de este, son moduladas
negativamente, con una reduccion en el pico de ~-20% de su amplitud control a
valores negativos de voltaje, mientras que a valores de 0 y +20 mV, se observa un

aumento en las corrientes registradas.

Este efecto de reduccion de la corriente en valores negativos de voltaje concuerda
con los resultados obtenidos en la curva dosis-efecto, pero no se tiene una idea clara
de la razon por la que a valores de 0 y +20 mV la corriente aumenta. Al separar el
total de células registradas en dos grupos segun las diferencias observadas en el
analisis, se observd que en un grupo de células, habia un aumento en las corrientes
tanto en el pico como en el estado estacionario, y de forma contraria, en el grupo
formado por las células restantes, se vio una reduccién en el pico y estado

estacionario.

Esto parece indicar que se registraron dos grupos de células que contienen una
conformacion diferente del receptor NMDA. Se sabe que en el estriado abunda el
receptor de NMDA en su forma heterotetramérica, constituido principalmente por las
subunidades NR2A y NR2B (Dunah & Standaert, 2003), por lo que podriamos
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suponer que el efecto producido por la D-Tubocurarina a voltajes positivos es
diferente en cada uno de estos receptores. Se puede afirmar en general que el efecto

de la D-Tubocurarina no es voltaje dependiente.

Por otro lado, con el fin de conocer si existe una competencia entre la D-
Tubocurarina y Glicina por el sitio de unién del coagonista, se realizé otro protocolo
de coaplicacion de farmacos, en esta ocasion, de D-Tubocurarina 1 pM en ausencia

y presencia de Glicina.

El efecto producido por la D-Tubocurarina muestra que en ausencia de Glicina, la D-
Tubocurarina esta probablemente ocupando el sitio de actividad de la Glicina y
funcionando como un agonista parcial, ya que la D-Tubocurarina por si sola, fue

capaz de aumentar las corrientes en el pico en un 39.4 + 5.08%.

Es interesante notar que en esta condicién, solo la corriente al pico fue aumentada y
la corriente en el estado estacionario no sufri6 cambios relevantes (0.44 + 4.46%),
por lo que es de suponer que el efecto de la D-Tubocurarina se est4 dando sobre
una subunidad del receptor que interviene en la activacion rapida de la corriente,
probablemente la subunidad NR2A, la cual confiere al receptor una cinética de
apertura rapida y una desensibilizacion rapida también (Stuart Cull-Candy, Brickley,
& Farrant, 2001; Qiu et al., 2011; Wyllie, Livesey, & Hardingham, 2013b).

La literatura menciona que los receptores de NMDA con las subunidades NR1/NR2A
poseen la probabilidad de apertura mas alta, con una duracion de activacion de 30 a
50 ms, la probabilidad de apertura de los NMDARs con NR1/NR2B es de tres a cinco
veces menor que la anterior y los que contienen las subunidades NR1/NR2C-D
tienen una probabilidad de apertura muy baja , tardando de 2000 a 4000 ms en
activarse (Wyllie et al., 2013b).
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Cuando la D-Tubocurarina fue coaplicada con Glicina 1 uM se observd que también
se produjo un aumento en el porcentaje de las corrientes activadas por NMDA en
comparacion con la aplicacion de Glicina 1 uM sin D-Tubocurarina, esto nos habla de
una clara competencia entre estas dos moléculas por el mismo sitio de unién, ya que
hay un ligero aumento que puede ser explicado por el efecto mostrado anteriormente
por la D-tubocurarina.

Por altimo, en la coaplicacién de D-Tubocurarina 1 uM con Glicina 10 uM se observo
una disminucion al pico de las corrientes registradas en comparacion con las
corrientes producidas en presencia solo de Glicina 10 uM, resultados similares a los

obtenidos en el protocolo utilizado para obtener la curva dosis-efecto en este trabajo.

Como se puede notar, la D-Tubocurarina produjo una reduccion en la corriente de
NMDA en presencia de Glicina, suceso que ya habia sido reportado en estudios
anteriores, pero que no habia sido visto en registros de célula disociada. No
obstante, para saber el efecto que la D-Tubocurarina tiene en estas corrientes y
tratar de dilucidar el sitio de union del farmaco a receptor se utilizaron los protocolos

antes descritos.

Los resultados de esta tesis dan informacién importante de la interaccion entre la D-
Tubocurarina y el NMDAR, ya que podemos observar que en presencia del
coagonista Glicina, la D-Tubocurarina tiene la capacidad de inhibir las corrientes
activadas por NMDA y en condiciones en ausencia del mismo coagonista, la D-
Tubocurarina es capaz de potenciar estas corrientes, hecho que nos sugiere un
papel modulador de la D-Tubocurarina del sitio de unién a glicina de NR1 (Kvist,
Greenwood, Hansen, Traynelis, & Brauner-Osborne, 2013), esta teoria puede ser
puesta a prueba con el uso de antagonistas del sitio de union a glicina. Este papel
modulador del sitio de glicina ya habia sido propuesto por Flores-Hernandez et al.,
por lo que este trabajo permite profundizar y afirmar los resultados obtenidos en

estudios anteriores.
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Gracias a los datos obtenidos en este trabajo, es posible sugerir nuevos trabajos de
investigacion enfocados al efecto que la D-Tubocurarina parece tener sobre una
subunidad especifica del receptor a NMDA, probablemente la subunidad NR2A en
ausencia de Glicina (pico) y es necesario aclarar el efecto que tiene la D-

Tubocurarina en las subunidades restantes.

La mayor limitacion del estudio realizado fue la escasa informacion sobre el efecto
que tiene la D-Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA, ya que muy
pocos trabajos se han enfocado a conocer el efecto de este farmaco en el cuerpo
humano y en especial, en el sistema nervioso. Los resultados obtenidos son de gran
impacto por el hecho de ser datos completamente nuevos sobre el efecto de la D-
Tubocurarina sobre las corrientes activadas por NMDA, que dan pauta a continuar
con el estudio del mecanismo de accion de esta sustancia para su potencial uso y

aplicacion en el tratamiento y manejo de desdérdenes neurodegenerativos.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados presentados podemos concluir:

1. La D-Tubocurarina ejerce un efecto de reduccion dosis dependiente sobre las
corrientes activadas por NMDA en células del nucleo estriado de la rata.

2. La D-Tubocurarina no tiene un efecto voltaje dependiente sobre las corrientes
activadas por NMDA en células del nudcleo estriado de la rata.

3. LA D-Tubocurarina compite por el sitio de union a Glicina en el receptor NMDA

y posiblemente funcione como un agonista parcial en condiciones de ausencia
de Glicina.
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Anexos

Definicion de las variables y escalas de medicidn

Voltaje. Es una magnitud fisica que cuantifica la diferencia de potencial eléctrico
entre dos puntos. También se puede definir como el trabajo por unidad de carga
ejercido por el campo eléctrico sobre una particula cargada para moverla entre dos

posiciones determinadas. El voltaje se mide en Volts (V).

Corriente. Es el flujo de carga eléctrica por unidad de tiempo que recorre un material.
Este se expresa en Coulombios sobre segundo (C/s), unidad que se denomina

Amperio (A).

Capacitancia. Es la propiedad que tienen los cuerpos para mantener una carga
eléctrica. La capacitancia también es una medida de la cantidad de energia eléctrica
almacenada para una diferencia de potencial eléctrico dada. La capacitancia es
medida en faradios (F); esta unidad es relativamente grande y suelen utilizarse
submultiplos como el microfaradio (pUF) o picofaradio (pF).

Resistencia de membrana. Es una medida que mide el impedimento de la membrana

para el flujo de iones. Se expresa en Ohms (Q).

Resistencia de acceso: Es la suma de la resistencia del electrodo y la resistencia del

electrodo y su unién con la célula. Se expresa en Ohms (Q).

Constante de inactivacion: Es la constante de tiempo ajustada al periodo después del
pico de la corriente.

60



