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1.ABREVIATURAS

ACh - Acetilcolina

ACN- 3a, 5a, 17b-3-hidroxiandrostano-17-carbonitrilo
AMPAr — Receptores a acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico
ATP- Adenosin trifosfato

CCA - Corteza cingulada anterior

CIL — Corteza infralimbica

CML1 - Corteza motora primaria

COL - Corteza orbital lateral

COM - Corteza orbital medial

CPF - Corteza prefrontal

CPFm - Corteza prefrontal media

CPL - Corteza prelimbica

CPOQV - Corteza prefrontal orbital ventral

CPOVL - Corteza prefrontal orbital ventrolateral
CPrC - Corteza precentral

DAT- Dominio amino terminal

DLP - Depresion a largo plazo

ECL —Bucles Extracelulares

LBD- Dominio de union a ligando extracelular
MGIUR — Receptores a glutamato metabotropicos
MK-801 — Dizoclipina

NAChRSs - Receptores a acetilcolina nicotinicos
NMDAR -Receptores a acido N-metil-D-aspartico
PCP-Fenciclidina

PIP2 - Fosfatidilinositol bisfosfato

PIPs- Fosfatidilinositol trifosfato

PLP - Potenciacion a largo plazo

RNA - Acido ribonucleico

SNC- Sistema nervioso central



2. RESUMEN
En el presente trabajo realizado en el laboratorio de neuromodulacion del instituto
de fisiologia de la Benemerita Universidad Autonoma de Puebla, se analizaron
neuronas piramidales de las capas II-lll de la corteza prefrontal de ratas macho de
30 dias de la cepa Wistar, en las cuales se encontr6 una potenciacion de la
Acetilcolina (ACh) sobe la corriente de &cido N-metil-D-aspartico (INMDA) la cual fue
resistente a la aplicacion de dos antagonistas clasicos de los receptores nicotinicos
y muscarinicos de la ACh, lo cual sugiere que la ACh puede estar actuando de

manera directa sobre el receptor a acido N-metil-D-aspartico .

3. INTRODUCCION

La ACh es un neurotransmisor no-monoaminérgico abundante en el sistema
nervioso central (SNC). La inervacion colinérgica en el cerebro conocida hasta
ahora involucra dos vias; la primera comienza en el area tegmental lateral del tallo
cerebral (Nucleo Pedunculo Pontino) y proyectan hacia los ganglios basales,
mientras que la segunda via inicia en los nucleos basales de Meynert, cuyas
proyecciones llegan al hipocampo, la amigdala y los |6bulos frontales (Kapalka y
George, 2010).

La ACh esta implicada en varios procesos de comportamiento, tales como la
atencion y la toma de decisiones, asi como regular los efectos de pérdida de una
recompensa o incluso el estar consciente. Asi mismo, tiene un rol importante en las
areas de asociacion de la corteza cerebral, en donde actia como estimulador de la
actividad neuronal en la corteza prefrontal de ratas, o estimulador de una actividad
neuronal relacionada con el comportamiento en la corteza orbitofrontal de primates
(Perry y Perry, 1995; Dalley et al., 2004; Botly y De Rosa, 2009).

Por otra parte, el receptor a NMDA (NMDAR) juega un papel importante sobre
procesos fisioldgicos y patolégicos a nivel del SNC, como la potenciacion a largo
plazo (PLP), la depresiéon a largo plazo (DLP), la plasticidad cerebral y la



excitotoxicidad (Dildy-Mayfield et al., 1996; Cull-Candy et al., 2001; Zito, 2009;
Collingridge y Bliss, 1995; Bliss y Collingridge, 1993).

Algunos estudios han reportado que el NMDAR y la ACh interactian entre ellos, lo
cual estaria regulando varios procesos en el SNC. Makram y Segal en 1990 fueron
de los primeros en describir una potenciacion por parte de la ACh sobre las
corrientes generadas por NMDA (INMDA), asi mismo se han reportado efectos
reguladores y efectos inhibidores (Metherate y Ashe, 1995). Sin embargo, dichos
efectos se han atribuido a la interaccion de los receptores colinérgicos (nicotinicos
0 muscarinicos) con los receptores glutamatérgicos, incluido el NMDAR
(Segal.,1992; Marino et al., 1998; Aramakis y Metherate, 1998).

No obstante, algunos estudios sugieren una interaccion directa de la molécula de
ACh con el NMDAR. Flores-Hernandez (et al., 2009) describen un efecto inhibidor
directo sobre la INMDA dada por compuestos colinérgicos en las cortezas prefrontal
y auditiva de rata, mismo que no es debido a proteinas G. Ademas, Avila-Ruiz (et
al., 2014) reporta un aumento de la INMDA, en neuronas espinosas medianas y
piramidales de rata tras un tratamiento cronico con Nicotina. Este estudio detalla
que tras el uso de antagonistas del AMPc, el efecto persiste; proponiendo que
posiblemente es un mecanismo diferente al muscarinico. Sin ambargo se considera
importante mencionar la posible existencia de un remanente de nicotina en el SNC
que este potenciando la corriente, aunque este efecto fue visto en presencia de

glicina.

Ambos estudios sugieren la existencia de un sitio de unién a agentes colinérgicos
en el NMDAR, y plantean la posibilidad de que ese dominio estructural es el sitio
asociado a glicina en la subunidad GIuN1 del NMDAR. Asi mismo, en el laboratorio
de neuromodulacion de la BUAP, se reportd que la D-tubocurarina (agente
colinérgico nicotinico) inhibe en presencia de glicina la INMDA en neuronas del
estriado (Luna-Leal, 2016).

Teniendo los anteriores estudios como antecedentes, en el presente trabajo
realizado en el laboratorio de neuromodulacion del instituto de fisiologia de la BUAP,
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se analizaron neuronas piramidales de las capas II-lll de la corteza prefrontal de
ratas macho de 30 dias de la cepa Wistar, para determinar si existe una
potenciacion por parte de la acetilcolina sobre el receptor a NMDA, y si este efecto
es mediado por los propios receptores de la acetilcolina o si tiene un efecto directo

sobre el receptor a NMDA.

4. ANTECEDENTES GENERALES
4.1 La Corteza Prefrontal
4.2 Estructuray conexiones de la corteza prefrontal

La corteza prefrontal (CPF) es una zona del Lébulo frontal, el cual se extiende desde
el surco central hasta el polo central, ocupando asi casi la mitad de la corteza
cerebral en primates, del cual casi la mitad del I6bulo frontal representa la CPF en
primates y aproximadamente dos tercios en el cerebro humano (Barbas, 2009). La
CPF corresponde al area cortical que recibe proyecciones del nucleo medial dorsal
del tAlamo y se considerada como una corteza de asociacion, la cual se ve implicada
en los llamados “procesos superiores” tales como: la memoria operativa, la toma de
decisiones, la planificacion del comportamiento y el procesamiento de sefiales

emocionales, entre otros (Lozano y Ostrosky, 2011).

En primates, el Lobulo Frontal se encuentra delimitado posteriormente por el area
motora primaria (CM1), en la posicion rostral se encuentra el area premotora y al
frente de esta se encuentra el area prefrontal (Barbas, 2009). En el mapa original
de Brodmann (1909) la CPF abarca 13 areas arquitecténicas en humanos (8, 9,10,
11, 12, 13, 24, 25, 32, 33, 44, 45, 46 y 47) y 12 en primates (Fuster, 2001; Figura
1).



Figura 1. El mapa arquitectonico de la corteza humana por Brodmann. En rojo se muestran las areas

de Brodmann que corresponden a la corteza prefrontal (Modificado de Barbas, 2009).

De acuerdo con Uylings y Van Eden (1985) y Uylings et al. (2003) las subregiones
de la CPF incluyen la corteza prefrontal medial, ventral medial, lateral y ventral. La
corteza prefrontal medial a su vez, se puede dividir en una regién medial dorsal que
incluye la corteza precentral (PrCm) y la corteza cingulada anterior ventral y dorsal
(CCA). La CPF medial ventral se puede subdividir en la corteza prelimbica y la
corteza infralimbica, asi como en la corteza 6rbital medial. La CPF lateral se puede
subdividir en la corteza dorsal y la corteza ventral insular y las cortezas orbitales
laterales. La corteza prefrontal ventral se puede subdividir en las orbitales ventrales
y ventrolaterales (CPOVL / CPOV; Figura 2).




Figura 2. Representacion de la CPF en rata. (A) Vista medial. (B) Vista ventral. CPrC, corteza
precentral; Cingulada anterior dorsal y ventral; PL-IL, corteza prelimbica e infralimbica; COM, corteza
orbital medial; 1A, donal y corteza insular agranular ventral; COL, corteza orbital lateral; CPOV,

corteza orbital ventral; CPOVL, corteza orbital ventrolateral (Tomado de Kesner, 2000).

Es importante considerar la organizacion de las capas de la CPF, la mayoria de las
zonas mencionadas anteriormente, estan conformadas por seis capas que se
enumera de | a VI. Sin embargo, el ancho y la cantidad de neuronas presentes en
esta capa varian ampliamente dependiendo de la zona en la que se encuentran. La
capa IV es la mas densa y ancha en la zona lateral (area 8 en humanos y 46 en
macacos), pero la menos desarrollada en la zona medial y orbitofrontal (Fuster,
2008). Las diferentes zonas en las que se divide la CPF son areas
citoarquitectonicas que son mas pequefas que las identificadas por Brodmann, y

por lo tanto constituyen subdivisiones de ellas (Barbas, 2009).

Las conexiones de la CPF estan intimamente relacionadas con la funcién que
desempeiian: la zona medial y la zona orbital de la CPF se ven implicadas en el
control de las emociones ya que estan conectadas con estructuras limbicas;
mientras que la CPF postero-medial y la CPF orbital, que se conectan con el
hipotalamo, el tdlamo anterior y la amigdala, se ven implicadas en funciones
ejecutivas como la toma de decisiones, y el procesamiento de estimulos del medio
ambiente (Fuster, 2008).

Las principales conexiones aferentes y eferentes de la CPF media (CPFm), son la
entrada sensorial-motora y la entrada de las areas neocorticales de asociacion,
incluidas las areas talamicas asociadas, asi como los nucleos talamicos dorsales
mediales y los ndcleos talamicos intralaminares. Ademas, las proyecciones cortico-
estriatales de la corteza pre-central medial inervan la parte central del caudado
putamen, mientras que la corteza anterior del cingulo termina mas medialmente y
también inerva el centro del nicleo accumbens (Heidbreder y Groenewegen, 2003;
Hoover y Vertes, 2007).
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La CPFm ventral se puede subdividir en la corteza prelimbica e infra limbica, asi
como en la Orbita medial. Las aferencias principales de la CPFm ventral incluyen el
ndcleo dorsal medial, el nacleo parataenial del tAlamo, los nucleos talamicos de la
linea media, el sistema limbico y las areas de asociacion limbica, como la corteza
perirhinal, la corteza entorhinal, el hipocampo, el ndcleo basal de la amigdala y la
zona medial basal del cerebro. Las conexiones eferentes de la corteza prelimbica
incluyen la parte ventromedial del caudado-putamen y el centro del ndcleo
accumbens, mientras que la corteza infralimbica y la orbital medial se proyectan a
la capa medial del nucleo accumbens (Heidbreder y Groenewegen, 2003; Hoover y
Vertes, 2007).

En resumen, la regibn medial dorsal tiene sus conexiones principales con el
neocortex, la CPF medial ventral con el sistema limbico, la CPF lateral y la CPF
ventral con las areas neocorticales, incluidas las conexiones con los sistemas
olfativo y gustativo, pero no con el sistema limbico. Las cuatro areas diferentes de
la CPF proyectan a diferentes partes del caudado putamen (Kesner y Churchwell,
2011).

4.3 Funciones asociadas ala CPF

Como se mencioné anteriormente, las funciones de la CPF estan relacionadas con
las conexiones que esta posee con otras estructuras del cerebro, como otras
regiones corticales y estructuras subcorticales; principalmente el estriado y el tAlamo
(Fuster, 2008). Casi todas las funciones de la CPF fueron descubiertas gracias a
lesiones, por lo tanto se sabe que una lesion en esta area, altera tanto los aspectos
cognitivos de la personalidad como los aspectos afectivos y emocionales.(Fuster,
2008).

1) Funciones ejecutivas
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Las funciones ejecutivas se describen como tareas cognitivas de alto nivel las
cuales otorgan la habilidad de organizar una secuencia de acciones para lograr una
meta especifica, y se consideran como las principales funciones de la CPF. Estas
poseen cuatro componentes: las habilidades de formacion de objetivos, la
planificacion, la realizacion de planes dirigidas a un objetivo y el desempefio efectivo
(Jurado y Roselli, 2007). La union de estos componentes permite la adaptacion a
diversas situaciones al mismo tiempo que inhibe comportamientos inapropiados. La
misma unidn permite crear un plan, iniciar su ejecucion y continuar la tarea hasta
llegar al objetivo planteado. Las funciones ejecutivas median la capacidad de
organizar nuestros pensamientos y acciones dirigidos a un objetivo en especifico y,
por lo tanto, son esenciales en la vida diaria. El concepto de moralidad y
comportamiento ético también representa una funcién ejecutiva (Ardila y Surloff,
2007).

El control de las funciones ejecutivas se encuentra principalmente en la CPF lateral,
sin embargo, también se involucran otras zonas de la CPF en mayor o menor grado.
La CPF orbital contribuye en mayor grado a los componentes afectivos de la toma
de decisiones y la CPF medial contribuye a la atencion para realizar las acciones.
Por lo tanto, existe una participacion homogénea de los I6bulos frontales, y
especificamente de la CPF. Asi mismo, las funciones ejecutivas estan asociadas
con diferentes regiones de los I6bulos frontales, y estan distribuidas en una amplia
red cerebral que incluye estructuras subcorticales y vias talamicas(Stuss y
Alexander 2000; Stuss et al. 2002; Koechlin et al. 2000).

Por otro lado, los circuitos originados en la CPF que se dirigen al talamo y los
ganglios basales son considerados importantes para la realizacion de tareas
ejecutivas: el circuito prefrontal dorso lateral se ve implicado en funciones de
planeacion, seleccion de metas, cambio de posicion, memoria de trabajo, y
autocontrol; mientras que el circuito prefrontal orbito frontal se encarga de evaluar

riesgos y la inhibicion de conductas inapropiadas (Royall et al.,2002).

El control de la atencién es una funcion ejecutiva que incluye atencion selectiva,

atencién sostenida e inhibicién de la respuesta (Anderson, 2002). Este control se
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compone de cinco aspectos: Alerta, preparacion del sistema (mejor rendimiento,
mayor eficiencia para lograr una tarea), Atencion espacial (vision, exploracion y
concentracion), el control de la interferencia y la inhibicion de estimulos que
perturban la atencion (Fuster, 2008; Chao y Knight, 1997).

La planificacion es una funcion ejecutiva que se encarga de identificar y organizar
los pasos y elementos necesarios para lograr un objetivo (Lezak et al. 2004).
Estudios de imagen sugieren que distintas partes de la corteza prefrontal en
humanos realiza diferentes partes en la guia del comportamiento, por ejemplo la
CPF anterior lateral se le atribuye procesos de planificacion en un modo de
comportamiento impredecible (es decir, aleatorio), mientras que la CPF anterior

medial es mas activa en el modo predecible (Koechlin et al., 2000).

La flexibilidad cognitiva es una funcion ejecutiva que se refiere a la capacidad de
cambiar rdpidamente entre diferentes conjuntos de respuestas (Anderson, 2002).
Wise (et al.,1996) sugirieron que la flexibilidad puede depender de diferentes

subregiones dentro de la CPF .

El control cognitivo de la memoria nos permite recuperar conocimiento, de manera
ordenada y planeada para llevar a cabo acciones encaminadas hacia un plan
(Fuster, 2003). La CPF es el depositario de las redes de memoria ejecutiva, es
decir, las redes que representan acciones pasadas, acciones futuras o ambas. Las
funciones de memoria ubicadas en la CPF se clasifican en: la recuperacién de
memorias remotas y recientes, la consolidacion de memorias y la memoria de corto
plazo (Euston et al., 2012).

Una funcion ampliamente estudiada de la CPF es su rol en la mediacion de la
memoria de trabajo, el cual es un proceso para el mantenimiento activo a corto plazo
de la informacion, asi como para el procesamiento de la informacion mantenida
(Goldman-Rakic, 1987; Baddeley, 2003; Lara y Wallis, 2015) y es necesaria para la
anticipacion de las acciones. (Fuster, 2008). En resumen el rol de la CPF en la
memoria de trabajo es el control de los procesos necesarios para realizar una tarea,

tales como seleccién de la atencion (Postle, 2006).
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La sintesis o integracion temporal, es otra funcidn ejecutiva que nos permite
organizar elementos de percepcion y accion temporalmente separados en el
pensamiento, habla o comportamiento dirigidos a un objetivo. (Fuster, 2001). La
memoria de trabajo y la planificacion, se complementan entre si para cumplir la
funcibn mas general de la integracion temporal: la capacidad de llevar a

caboacciones. (Fuster, 2008).

El control verbal es una funcion ejecutiva que se da por la iniciativa y la productividad
al hablar. El lenguaje hablado es, por supuesto, una forma de comportamiento
secuencial que se basa en el ejercicio de la integracién temporal y las funciones

cognitivas que lo apoyan (Lezak et al., 2004; Jurado y Roselli 2007).
2) Control Emocional

Los estimulos emocionales negativos activan una amplia red de regiones del
cerebro, incluyendo la cortea prefrontal medial (CPFm) en relacion con la corteza
del cingulo anterior (CCA) (Etkin et al., 2011).

La actividad de la CCA esté involucrada en las respuestas de conductancia de la
piel condicionadas por el miedo y con el aumento de la frecuencia cardiaca bajo una
situacion de estrés social. Estudios indican que la estimulacion eléctrica directa de
la CCA provoca estados de miedo y por lo tanto sugieren que la CCA dorsal y la
CPFm estan involucradas en la generacion de respuestas de miedo (Wager et al.,
2008; Milad et al, 2007). Asi mismo, estudios de imagen sugieren que estas areas
no funcionan exclusivamente en la expresion de respuesta a estimulos, si no
también pueden apoyar los procesos de evaluacion de estimulos (Meyer et al.,
1975). La CCA dorsal y la CPFm estan asociados con la conciencia interoceptiva
de los latidos del corazon, y la activacion de la CCA dorsal y la CPFm durante la
percepcion interoceptiva lo cual se correlaciona con los niveles de ansiedad del
organismo. Por lo tanto, la CCA y la CPFm dorsales funcionan en la evaluacion y

expresion del miedo o la ansiedad (Critchley et al., 2004).

Las funciones relacionadas con la evaluacién de los conflictos emocionales implican

mecanismos neuronales superpuestos con la valoracion y expresion del miedo, asi
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como el miedo a la extincién, por lo tanto apoyan el hecho de que la CCAyla CPFm
estén involucrados no solo en el procesamiento del miedo, si no que tambien en las
emociones negativas. Cabe destacar que, aunque la intensidad de las emociones
negativas provocadas por un miedo condicionado y evocadas por el conflicto
emocional difiere significativamente, se involucran en un circuito neuronal similar,
probablemente porque tanto el miedo como el conflicto emocional reflejan eventos

biologicamente destacados (Etkin et al., 2011).

Durante la regulacion del conflicto emocional, el procesamiento emocional se
modula espontaneamente en ausencia de una instruccion explicita para regular la
emocion. El procesamiento emocional también se puede modular mediante la
aplicacion consciente y voluntaria del control ejecutivo sobre el procesamiento de

un estimulo emocional (Etkin et al., 2011).

La regulacion de conflictos emocionales, utiliza areas ventrales de la CCA y la
CPFm para inhibir el procesamiento emocional negativo en la amigdala, lo que
reduce la interferencia de tareas. La CCA ventral y la CPFm podrian realizar una
funcién inhibidora de una emocién negativa, que fue desencadenada por otras
regiones cuando existe la necesidad de suprimir la actividad limbica (Schiller y
Delgado, 2010).

Las emociones positivas, que regulan y disminuyen las emociones negativas, se ha
asociado con la activacion en la CCA y la CPFm ventral. La evaluaciéon y el
procesamiento de estimulos positivos, se propone que esta mediada por la CCA 'y
la CPF orbital, en donde la CCA se ocupa de calcular el valor de refuerzo de las
acciones, mientras que la CPF orbital se ocupa de medir los valores de refuerzo

de los estimulos (Dixon et al., 2007).

4.4 Capas llI-lll de la Corteza prefrontal

4.4.1 Caracteristicas de las capas II-lll de la Corteza prefrontal
4.4.2 Morfologia y Proyecciones
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La corteza cerebral se conforma de seis capas, ordenadas paralelamente a la
superficie cortical, de modo que la capa superior es la mas superficial. Estas se
clasifican segun el tipo celular que es mas prominente en estas (Siegel y Sapru,
2011; Figura 3).

L |

|
|

IV — ‘ — IV
. 4
V= ' —V
Vig —
- — VI
Vip —

Sustancia Blanca
Subcortical

Golgi Nissl Weigert

Figura 3. Estructura de seis capas de la corteza cerebral. La ilustracion de la izquierda muestra las
células en una seccion tefiida mediante la técnica de Golgi-Cox para la identificacion de células
neuronales, la ilustracién en el centro muestra la apariencia cortical cuando se tifie para el soma o
cuerpo celular y la ilustracién en la derecha representa la tinciéon para fibras nerviosas (Axones y
dendritas) (Williams y Wilkins, 1996)

Las capas de interés par este estudio son las capas llI-lll. Sin embargo, se incluye

a la capa | la cual no presenta neuronas piramidales, también describiremos las
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caracteristicas de la misma. La capa I, la mas superficial, se conoce como la capa
molecular, la cual contiene principalmente axones, dendritas y terminales axonicas
de células, cuyos somas se encuentran en las capas mas profundas; El tipo celular
gue predomina en esta capa es la célula horizontal cuyo axén viaja paralelamente

a la superficie de la corteza (Siegel y Sapru, 2011).

La capa Il se conoce como la capa granular externa, la cual se compone de células
granulares, y estas pueden clasificarse en diversos tipos: Un tipo contiene axones
cortos que se ramifican cerca del arbol dendritico, llamadas células Golgi de tipo II;
Otro tipo celular contiene un axén mas largo que se extiende mas que el arbol
dendritico, el cual asciende hacia la superficie cortical donde puede hacer contacto
con dendritas de otras células, las cuales son llamadas células Golgi tipo I. La
principal caracteristica de las células de esta capa es que son células de

recibimiento de aferentes e integradoras de informacion (Siegel y Sapru, 2011).

La capa lll contiene principalmente células piramidales, y se conoce como capa
piramidal externa. Las células piramidales tienen una dendrita apical que se
extiende hacia la superficie cortical, y axones basales que se extienden fuera del
soma celular. Las eferencias primarias de la corteza incluyen axones de células

piramidales que se proyectan en todo el SNC (Siegel y Sapru, 2011).

De igual modo es importante mencionar que la apariencia histologia de la corteza
cerebral varia entre regiones, lo cual se asocia con las diferencias de las funciones
de estas zonas. Por ejemplo la CPF contiene gran abundancia de células

piramidales, y pocas células granulares (Ver tabla 1).
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Tabla 1. Composicién celular de la corteza prefrontal.

Células

(Granulares)

Células piramidales

Células de Matrtinotti

estrelladas = Cuerpos pequefios,

localizados
entre ramificaciones dendriticas.
Todas las capas de la corteza,
principalmente en la capa IV.
Cuerpos celulares variados.
Patrones emplios de ramificacion
dendritica apical y basal discurren
perpendiculares a la superficie
cortical y arborizan en las capas
superiores.

Células

triangulares  pequefias

presentes en todas las capas

Neuronas receptoras de
aferencias talamicas.

Modulan la excitabilidad de otras
neuronas corticales.

Neuronas de proyeccion (p. €j.,
fibras [tractos] corticonucleares
bulbares, corticorreticulares, vy

corticotélamicas).

Neuronas intracorticales.

corticales.
Célula horizontal (de Células fusiformes pequefias Neuronas intracorticales.
Cajal) presentes principalmente en la

capa cortical superficial.

Célula de Betz Células piramidales gigantes. Concentradas en el area 4 de
Brodmann, corteza  motora
primaria.

Da origen al tracto corticoespinal.
Modificado de Rubin y Safdieh,
2008.
Las capas llI-lll de la CPF son las ultimas en madurar (Clancy et al., 2001) y en

roedores estas capas muestran un desarrollo postnatal mediante sus conexiones

con otras zonas corticales y la amigdala (Zhang, 2004). Estas capas de la CPF se

encuentran inervadas por fibras serotoninérgicas, y la dopamina aumenta la

amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (Gonzalez-Islas, 2003).

Ademas, la neuronas son sensibles a glucocorticoides, los cuales causan una

reorganizacion en sus dentritas (Radley et al., 2004).
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Las células no piramidales de la capa Il / lll, se subdividen en cuatro subgrupos

fisiologicos, que también difieren en las propiedades electrofisioldgicas:

1. Las células de espigas rapidas muestran un episodio abrupto de descargas
repetitivas no adaptativas de potenciales de accién de menor duracion. Estas
células muestran arbustos axonales locales y horizontales que no entran en
la capa |. Este tipo de célula incluye células en canasta y células
inmunoreactivas a parvalbumina.

2. Células de espigas tardias las cuales exhiben despolarizaciones de rampa
de curso lento, al ser depolarizada cerca del umbral. Estas células con células
neurogliaformes.

3. Células con espigas de bajo umbral, las cuales exhiben espigas
prominentes de bajo umbral activadas por hiperpolarizaciones. Los axones
principales de las células ascienden y los axones colaterales llegan hasta la
capa l.

4. Células no piramidales de espiga regular las cuales no pueden clasificarse
en los tres subgrupos anteriores. Algunas de estas células muestran una
rapida despolarizacion de pequefias muescas de amplitud cuando se
despolarizaron por hiperpolarizaciones (Kawaguchi, 1995).

La capa | es principalmente un area de recepcion para fibras aferentes no
especificas del talamo intralaminar y de las neuronas monoaminérgicas del tronco
cerebral. Las capas Il y IV son principalmente areas de recepcién: la capa Il es
recibe aferentes corticales (callosales y de asociacion), y la capa IV es un aferentes
del talamo. Las capas lll y V contienen principalmente eferentes: la capa Ill contiene

fibras de asociacion callosa y cortical, y la capa V contiene eferentes que se
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proyectan al cuerpo estriado, el tronco cerebral y la médula espinal (Figura 4; Siegel

y Sapru, 2015).

Capas
Corticales
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N R ,-_—_L_J'./ h
L
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cemEmmT L
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e 4 o+ Y
...... >‘—"\+
v "1
______ Interneuronas
= Inhibitorias
Vo v
Vi
. -
A otras .
region31 De neuronas
corticale monoaminergicas
r Al Talamo
De otras
Al caudada A la partes
putamen | formacion de la
¥y puente eticular y corteza
Nicleo rojo Del Talamo

A la medula espinal,
tallo cerebral y
nervio craneales

Figura 4. Distribucion de las conexiones generales entre las diferentes capas de la CPF. Las capas

I, I1'y Il reciben informacion de las neuronas monoaminérgicas (en verde). Las capas Il y IV reciben

del talamo y otras zonas corticales (en azul). La capa IV envia informacion al talamo, la capa V al

caudado putamen, al puente, a la médula espinal, a los nervios craneales, a la formacion reticular y

el nacleo rojo; y la capa VI envia informacion al talamo (en rojo) (Modificado de Siegel y Sapru,

2015).
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5. GLUTAMATO

5.1 Receptores Glutamatérgicos

5.1.1 Receptores ionotropicos a AMPA y Kainato

Los receptores a AMPA (a-amino 3-hidroxi 5 metil — acido isoxazolepropiénico) o
receptores a quisqualato, son hetero-tetrameros que se componen de subunidades
denominadas GIuR1 a GluR4, tambien conocidas como subunidades GIuRA a
GIuRD. Un receptor funcional se compone generalmente de un dimero de
subunidades GIuR2 en combinacién con otro dimero compuesto de cualquiera de
las tres subunidades restantes, por lo que al receptor a AMPA se le conoce como
un “dimero de dimeros” (Hollmann y Heinemann1994, Wisden y Seeburg 1993;

Figura 5).

NTD

C-terminus

Figura 5. Representacion tridimensional de un receptor a AMPA, compuesto de 4 subunidades. En
laimagen se muentran las partes de cada subunidad, un dominio N- terminal, un domino C- Terminal,

y dos lazos intramembranales M1 (en rojo) y S1 o S2 (en azul cielo) (Tomado de Isaac et al., 2007).

En el sistema nervioso central de mamiferos, los AMPAr estan implicados en la
modulacion de la plasticidad sinaptica. La plasticidad sinaptica de largo plazo es la
base del aprendizaje y la memoria (Hebb, 1949; Eccles, 1964; Alkon & Nelson 1990)
; Los principales ejemplos de pasticidad sinaptica son la potenciacion a largo plazo
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(PLP) y la depresion a largo plazo (DLP), lo cual resulta de cambios en la liberacion
presinaptica de glutamato y/o cambios en la funcién o localizacién del receptor
postsinptico de glutamato (Linden, 1994; Kullmann y Siegelbaum, 1995; Maren y
Baudry, 1995; Rison y Stanton, 1995; Asztely y Gustafsson, 1996; Levenes et al.,
1998; Carroll et al., 1999; Malenka y Nicoll, 1999). Una caracteristica de estos
fenomenos es que un corto periodo de actividad sinptica, puede desencadenar
cambios en la transmisidén sinaptica de larga duracion (Bliss y Gardner-Medwin
1973, Bliss y Lomo 1973).

Los mecanismos que regulan la PLP y la DLP y por ende la plasticidad sinaptica
son la exocitosis postsinaptica, especificamente por las proteinas de fusiéon de
membrana (Lledo et al., 1998); La regulacion de la fosforilacion de segundos
mensajeros intracelulares y el reclutamiento de AMPAr a la membrana celular
(Malinow y Malenka, 2002).

Otra funcion importante de los AMPAr es la liberacion estimulada por glutamato de
noradrenalina en la CPF y el hipocampo en modelos de ratas hipertensas (Lockhart
et al., 2000; Russell y Wiggins, 2000). Estos procesos sugieren una posible
regulacion positiva de los AMPAr en la CPF de estos modelos animales, la cual se
mantiene aun en presencia del antagonista a AMPA (CNQX; Revisado

posteriormente; (Russell et al., 2000; Russell and Wiggins, 2000; Russell, 2001).

En cuanto a la farmacologia del AMPAr, se encuentra resumida en la tabla 2.
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Tabla 2. Farmacologia de los receptores a AMPA

Farmacologia del receptor a AMPA

Moduladores Moduladores Agonistas Antagonistas
alostericos alostericos Competitivos No
positivos. negativos. Competitivos
-Pyrrolidinas -2,3 -EI( S)-2-Me-Tet- - -la GYKI
(Aniracetam, el Benzodiacepinas (la = AMPA Quinoxalinas = 52466
Piracetam, el GYKI 53655, la -4cido quisqualico (DNQX,
CX614, el 1-BCP) GYKI 53784, la -4cido glutamico, NBQX,
-Benzothiadiazidas GYKI52466, la -La dysiherbaina YM.Q0K vy
(v el cyclothiazide, LY30016, el CMF-2 | -Willardiinas (1- (2- @ YM-872)
el diazoxide, IDRA- | ylalSYM2202) amino-2-carboxietil)
21)

Petocz, 1975; Isaacson and Nicoll, 1991; Vyklicky et al., 1991; Zorumski et al., 1991; Hestrin,
1992; Patneau et al., 1993; Barbour et al., 1994 ; Wong et al. , 1994; Partin et al., 1996; Chimirri
et al., 1997; Armstrong y Gouaux, 2000; Szabados et al., 2001; O’Neil et al.,2004.

Los receptores a Kainato son tetrameros, que, pueden ser homdmeros o
heterbmeros, los cuales se componen de subunidades KA1, KA2, GIuR5, GIuR6 y
GIuR7. Las subunidades KA1 y KA2 muestran una especificidad alta hacia kainato
y muestran una homologia alta entre ellas, pero no con las subunidades GluR1-4
(Werner et al.,, 1991; Herb et al.,, 1992; Kamboj et al., 1994). Mientras que las
subunidades Glu5-7 muestran una especificidad hacia kainato baja (London y
Coyle, 1979; Hampson et al., 1987; Bettler et al., 1990).

Los homotetrameros que forman los receptores a kainato, pueden formarse de
cualquiera de las subunidades GIuR5-GIuR7, sin embargo, las subunidades KA1,
KA2, GIuR5 no son capaces de formar homotetrdmeros funcionales (Egebjerg et al.,
1991; Bettler et al., 1992; Sommer et al., 1992a; Schiffer et al., 1997); Por otro lado,
los heterotetrdmeros pueden formarse por combinaciones de KA1 o KA2 y alguno
de las sununidades GIluR5-7 (Hollmann y Heinemann, 1994) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura cristalografica de un tetramero formando un receptor a kainato, con las diferentes
subunidades en diferentes colores (en rojo se muestra la subunidad KA2 y en verde la subunidad
R6). También se muestran algunos ejemplos de combinaciones de las diferentes subunidades
(Tomado de Kumar et al., 2011).

La funcion de los receptores a kainato ha sido caracterizada gracias a la
identificacion de antagonistas selectivos al AMPAr, para asi lograr aislar la corriente
de kainato (Paternain et al., 1995). Gracias a esto, se pudo identificar que estos
receptores se ven implicados en la regulacion de la actividad de las redes sinapticas,
mediante mecanismos como la modulacion presinaptica, tanto de la transmision
excitatoria como la inhibitoria, el refinamiento de la fuerza sinaptica durante el
desarrollo y la mejora de la excitabilidad neuronal, todos estos mecanismos actlan
en cierta medida en el comportamiento oscilatorio y en la cogniciéon (Huxter et al.,
2007).

Los receptores a kainato también tienen una importante actividad como reguladores
presinapticos de la liberacion de neurotransmisores, visto por primera vez en
neuronas hipocampales. La modulacién de la actividad de este receptor regula la

liberacion del transmisor en las sinapsis tanto excitadoras como inhibidoras de
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manera bifasica, dependiendo del tipo de sinapsis, y la concentracion de los
moduladores (Pinheiro y Mulle, 2008; Lerma, 2006; Huettner, 2003). De esta
manera, la activacion de los receptores a kainato facilita la liberacién de glutamato
y contribuye a la plasticidad neuronal en las fibras musgosas del hipocampo.
Asimismo, la activacion de estos receptores es facilitada por la activacion de los
receptores a kainato, estos receptores contienen las subunidads KA1l y GIuR5
(Contractor et al., 2001; Lauri et al., 2001; Pinheiro et al., 2007; Schmitz et al., 2001;
Bortolotto et al. ,1999; Schmitz et al., 2003; Scott et al., 2008).

Por dltimo, la activacibn de los receptores a kainato altera la transmision
GABAérgica, dependiendo del tipo de neurona asi como las conexiones que esta
posee con otras estructuras. El papel que el receptor a kainato juega en la depresion
de la transmision GABAérgica, es debido a la despolarizacion neuronal provocado
por el receptor a kainato (Clarke et al., 1997; Rodriguez-Moreno et al., 1998;
Frerking et al., 1999; Jiang et al., 2001; Mulle et al., 2000). La farmacologia del

receptor a Kainato se encuentra resumida en la tabla 3.

Tabla 3. Farmacologia del receptor a Kainato

Farmacologia del receptor a Kainato

Agonistas Antagonistas
-El ATPA - LY382884
-La 5-iodowillardiina -GAMS
-La 5-iodo-6-azawillardiina -Derivados de quinoxalinediona (la LU115455,
-El (2S, 4R)-4-methylglutamato la LU136541, la LU 97175
-EI'LY338434 -Derivados de decahydroisoquinolina
-El (S)- Glutamato -Derivados de willardiina (UBP282, UBP302)
-La dysiherbaina y sus anélogos -La dysiherbaina
(Neodysiherbaina, 8-deoxy-neoDH, 9-F-8-epi- | -La neodysiherbaina.

neoDH, 9-deoxy-neoDH, el MSVIII-19)

Davies y Watkins, 1985; Fletcher et al., 1988; Sheardown et al., 1990; Zhou et al., 1993; Wong et
al., 1994; Gu et al., 1995 ;Jones et al., 1997; Clarke et al., 1997; Jane et al., 1997; Mgller et al.,
1999; Smolders et al., 2002 ; More et al., 2002; Alt et al., 2004; Lash et al., 2008
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5.1.2 Estructura, funcion y farmacologia de los receptores a NMDA

Los receptores a N-metil-D-aspartato o NMDAR, son tetrameros que pueden ser
formados por tres diferentes subunidades denominadas GIuN1-3. El procesamiento
de RNA, después de la transcripcion produce ocho diferentes variantes de la
subunidad GluN1, mientras que la subunidad GIuN2 y GIuN3 son codificadas por
cuatro y dos genes respectivamente, por lo tanto se conocen GIuN2A-D y GIuN3A
y B (Moriyoshi et al. 1991, Sugihara et al. 1992, Zukin y Bennett 1995; Figura 7).

A) B)

GIluN1/GluN2

Ca?*
Na* glicina
D-Serina

glutamato

K+

Figura 7. La estequiometria de las subunidades y la disposicion de las subunidades de los receptores
de NMDA. A) Se esquematiza un tetramero formado x2 subunidades GIUN1 se muestran en azul y
las subunidades GIuN2 en anaranjado. La figura ilustra como la subunidad GIluN1 es afin a la Glicina
y la D-Serina, mientras que la subunidad GIuN2 es afin al glutamato. B) Se muestra la cristalografia
del tetramero de NMDA, con los dominios extracelulares e intracelulares (Tomado de Kasper et al.
2018).

Los receptores a NMDA funcionales son heterotetrameros, que se componen de
dos subunidades GIluN1 obligatorias, junto con dos subunidades GIuUN2 o GIuN3
(Monyer et al. 1992, Ulbrich y Isacoff 2008). Las subunidades de los NMDAR

comparten una estructura de membrana, la cual consiste de un dominio amino
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terminal (ATD) que esta vinculado a un dominio de union a ligando extracelular
(LBD); que a su vez esta conectado a un dominio transmembrana (MD) que forma
el canal i6nico formado por tres segmentos (TM1,3 y4), un poro reentrante (M2), un
circuito extracelular entre TM3 y TM4; las hélices transmembrana a su vez se
comunican con un dominio carboxilo terminal intracelular (CTD; Mullasseril et al.
,2010; Paoletti y Neyton, 2007; Figura 8)

Figura 8. Modelo de homologia del receptor tetramérico GIuN1 / GIuN2. La vista superior ilustra la
disposicion heterodimérica de subunidades GIuN1 (en gris) - GIUN2 (en rojo) actualmente predicha.
Izquierda. Organizacion del dominio de una sola subunidad del receptor de glutamato. Dos dominios
extracelulares similares a la cubierta (el terminal amino (ATD) y el dominio de unién al ligando (LBD)
compuesto por dos lébulos (S1 superior y S2 inferior)) estan conectados al canal iénico formado por
cuatro hélices de membrana (MD) que se comunican con el dominio intracelular carboxiterminal
(CTD; Tomado de Vyklicky et al., 2013).

La region extracelular de las subunidades NMDAR, se organiza como un conjunto
de dos dominios. El dominio amino terminal desempefia un papel importante en el

ensamble de las subunidades (Meddows et al., 2001), en GIuN2, este dominio
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también contiene sitios de unién para inhibidores alostéricos, como Zn?* e ifenprodil
(Furukawa et al., 2005; Mayer, 2006).

La activacion de los NMDAR compuestos de subunidades GIuN1/GIuN2 requiere
dos moléculas del coagonista glicina (Johnson y Ascher, 1987; Kleckner y
Dingledine, 1988) y dos moléculas del agonista glutamato. Los NMDAR compuestos
de GIuN1/GIuN3 requieren solo glicina para la activacion (Watkins y Evans 1981,
Patneau y Mayer 1990, Clements y Westbrook, 1991).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC el cual se libera de
los terminales presinapticos de las sinapsis glutamatérgicas y activa los NMDAR,
ocupando dos sitios de union localizados en la LBD de las subunidades GIUN2. La
concentracion de glutamato extracelular determina el patrén especifico de
activacion del NMDAR. EIl glutamato liberado sindpticamente alcanza un pico de
concentracion de ~1 mM y luego se elimina rapidamente por difusién y recaptura,
con una constante de tiempo de ~ 1 ms (Bergles et al. 1999). Esta concentracion
transitoria de glutamato da como resultado la activacion de los NMDAR, lo que
contribuye a la transmision sinaptica. El sistema altamente eficiente de recaptura de
glutamato, normalmente mantiene la concentracion basal extracelular en el rango
bajo de nM, impidiendo la activacion del NMDAR en reposo (Herman y Jahr 2007,
Herman et al. 2011).

Tras la unién de coagonistas y agonistas, el canal i6nico se abre selectivamente

para los cationes Na*, K*y Ca?* (Mayer y Westbrook 1987; Johnson y Asher, 1987).

Los dominios GIuN1 y GluN2 forman un poro formado entre los dos lobulos. Los
agonistas estabilizan una conformacion cerrada, mientras que los antagonistas

competitivos evitan su cierre (Furukawa y Gouaux, 2003).

En el NMDAR, la disposicion de las subunidades alrededor del eje de central
determinara las posibilidades de dimerizacion. Alternar las subunidades GIuN1 y
GIuN2 evita la formacion de homodimeros, mientras que una disposicion NR1 / NR1
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/ NR2 / NR2 permite la formacién de homo-dimeros, asi como heterodimeros
(Schorge y Colquhoun, 2003).

Los estudios de receptores recombinantes, proporcionan un entendimiento de como
las propiedades del receptor se definen por las subunidades que posee; Existe un
acuerdo general de que las moléculas de glutamato se unen con alta afinidad a las
subunidades GIluN2 de NMDAR (Chao et al., 1997; Kashiwagi et al., 2002;Chenard
y Mettini, 1999), mientras que las moléculas de glicina se unen a las subunidades
GIuN1 (Perin-Dureau et al., 2002).

Aparte de estas diferencias cinéticas, existen otras propiedades dependientes de
las subunidades de los NMDAR: las conductancias y el bloqueo por Mg?
extracelular. Por lo tanto, los NMDAR que contienen subunidades GIuN2A y B
generan aperturas de canal de "alta conductancia” con una alta sensibilidad al
blogueo por Mg?*; Mientras que los receptores que contienen GIuN2C o GIuN2D
dan lugar a aberturas de "baja conductancia" con una menor sensibilidad a Mg?*
extracelular. También, hay diferencias en las caracteristicas de activacién de los
receptores que contienen GIUN2C y GIUN2D; Si bien, la permeabilidad de Ca?* es
caracteristica de los NMDAR, esta no se ve afectada significativamente por su
composicién de subunidades, por lo cual, es probable que la diferencia marcada en
la sensibilidad de Mg? * afecte el paso de Ca?* generado por la activacion sinaptica
de los diferentes subtipos de NMDAR (Momiyama et al., 1996; Flint et al., 1997,
Wyllie et al., 1996). La subunidad GIuN3 también puede dar lugar a aperturas de
canal de baja conductancia, cuando se ensamblan con GIUN2A, estos canales
muestran una reduccion de aproximadamente cinco veces la permeabilidad relativa
de Ca?* en comparacion con los receptores formados por GIuN1 y GIuN2A (Das et
al.,1998).

Relacionado a esto, se ha demostrado que el empalme del exén 5,en los genes que
codifican las diferentes subunidades de los NMDARs puede influir en las
propiedades de inactivacion de los NMDARs (Rumbaugh et al., 2000). A diferencia
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de los receptores que contienen GIuN2A (Vicini et al., 1998), el tiempo de
desactivacion de los receptores que contienen GIuN2B depende de si GIuN1
contiene o no el exén 5. La velocidad de inactivacién es aproximadamente cuatro
veces mas rapida para los receptores que contienen el exon 5 que para los
receptores que carecen del exdén 5. Esto parece de interés en el talamo y el
cerebelo, donde hay evidencia de un aumento en el desarrollo del ARNm para los
diferentes recombinantes de GIuN1 que contienen el exdn-5 durante el desarrollo
(Laurie y Seeburg, 1994).

La actividad del NMDAR se puede modular tanto positiva como negativamente. Los
moduladores positivos aumentan la respuesta o la afinidad por el agonista y
contienen un sitio de unioén diferente del sitio de union para el agonista (Mullasseril
et al. ,2010). Algunos compuestos enddgenos, como las poliaminas, pueden
potenciar la actividad de los receptores que contienen GIuN2B (Williams et al. 1990)
al aumentar la sensibilidad del receptor a glicina (Traynelis et al. 1995), estas se
unen en la al sitio que se encuentra entre los ATD de las subunidades GIuN1 y
GIuN2B (Mony et al. 2011). Por otro lado, algunos neuroesteroides modulan
positivamente la funcion de los NMDAR: el sulfato de pregnenolona potencia los
receptores que contienen GIuUN2A o GIuN2B al aumentar la probabilidad de que se
abra el canal (Wu et al. 1991, Malayev et al. 2002, Horak et al. 2006). Por otro lado,
un potenciador alostérico altamente selectivo se identifico: el (3-clorofenil) (6,7-
dimetoxi-1 ((4-metoxifenoxi) metil) 3,4-dihidroisoquinolin2 (1H) -il) metanona (CIQ),
gue mejora la actividad de receptores recombinantes que contienen subunidades
GIuN2C o GIuN2D al aumentar la frecuencia de apertura del canal (Mullasseril et
al., 2010).

Los antagonistas pueden clasificarse segun su lugar de accion: en el sitio de union
del agonista (competitivo), dentro del poro del canal idnico (bloqueadores de canal),
o en sitios de modulacién especificos (no competitivos). Los antagonistas
competitivos compiten con el agonista por el sitio de union, pero no activan el

receptor. Un ejemplo de antagonista competitivo, el (R)-2-amino-5-
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fosfonopentanoato (R-AP5), muestra una fuerte afinidad por los NMDAR sobre
todos los demés receptores a glutamato ionotropicos; También muestra cierta
selectividad entre las diferentes subunidades GIuN2, mostrando una selectividad
mayor para GIuN2A y disminuyendo hacia el GIuN2D (Akazawa et al.,1994).0tros
antagonistas el (R)-CPP y el (R)-AP7 muestran una mayor selectividad a
subunidades GIuN2A y GIuN2D que sus homélogos més cortos, PMPA y (R)-AP5
(Feng, 2005); ElI compuesto NVP-AAMO77 es otro antagonista competitivo con
selectividad mejorada para los receptores que contienen GIUN2A sobre GIuN2B
(Neyton y Paoletti, 2006).

Los compuestos que inhiben al NMDAR ocupando el poro del canal i6nico, son
antagonistas no competitivos porque su accion requiere de la activacion previa del
receptor. Los bloqueadores del poro de los NMDAR generalmente no discriminan
entre los subtipos NMDAR, tal es el caso de la fenciclidina (PCP), la
tienilciclohexilpiperidina (TCP) y la ketamina, y de los farmacos clinicamente
usados, como la memantina y la amantadina que son anestésicos usados en la
medicina. El blogueador de canal NMDAR altamente selectivo, la dizolcipina (MK-
801) es mas potente para inhibir los receptores GIuN1, GIuN2A o B que los
receptores GIuN1, GIuN2C o D; Se observa un patron de selectividad similar para
los derivados de poliamina voluminosos, como la toxina de arafia argiotoxina-636 o
N1-dansil-espermina. Sin embargo, es interesante que estos bloqueadores de
canales muestran mas selectividad al menos unas 50 veces mas para los receptores
GluNly GIuN2A o GIuN1 y GIuN2B en comparacion con los receptores GIuN1 y
GIuN2C o GIuN1 GluN2D (Raditsch et al., 1993; Chao et al., 1997).

Por ultimo, los unicos compuestos conocidos que muestran una alta selectividad de
subtipo NMDAR son el ifenprodil y derivados, que son antagonistas selectivos de
los receptores que contienen GIuN2B (Williams, 1993), los cuales son antagonistas
selectivos de los receptores que contienen GIuN2B (Perin-Dureau et al., 2002;
Malherbe et al., 2003). Tambien se hipotetiza que el ion Zn?*, se une al NTD del

GIuN2A con afinidad nanomolar (Paoletti y Neyton, 2007); Este ion también se une
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al NTD del GIuN2B, pero con una afinidad 100 veces menor y no se une a los NTD
del GIUN2C o GIuN2D (Traynelis et al., 1998; Rachline et al., 2005).

5.2 Receptores Metabotrépicos

Los receptores metabotrépicos a glutamato (mGIuR) forman parte de la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G, que como su nombre lo dice, ejercen su
accion mediante una cascada de reacciones mediada por segundos mensajeros
(Kew y Kemp, 2005). Estos receptores se dividen en ocho subtipos denominados
MGIuR1-8 y tambien existen variantes de splicing para algunos de ellos en el SNC
MGIuR1 (mGluR1a-d), mGIluR5 (mGIuR5ay b), para mGIluR4 (mGIluR4 a y b), para
GluR6 (mGIluR6a-c), y para mGIuR8 (mGIuR8a-c) (Pin et al., 1992; Minakami et al.,
1994).

Estos ocho subtipos de receptores se clasifican en tres grupos: grupo I, conformado

por mGIuR5 y mGIuR1; el grupo Il que incluye a mGIuR2 y mGIuR3 y el grupo llI

que incluye a mGluR4, mGIluR6, mGIuR7 y mGIuR8 (Niswender y Conn, 2010;

Glu

Figura 9).

Dominio N-Terminal

]

Dominio rico en

cisteina

Dominio
transmembranal de

hélices

Figura 9. Representacion de la estructura de un mGIuR, en la cual se sefiala el domino N-terminal,
el dominio rico en cisteina, el dominio transmembranal y el dominio C-Terminal. (Tomado de Conn,
1997).
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Los mGIuR’s se encuentran distribuidos en todo el SNC, en neuronas y células
gliales, especificamente en sitios sindpticos y extrasinapticos (Anwyl, 1999). De
manera general, los mGluRs modulan los canales de Ca?* dependientes de voltaje,
la activacion de mGIuR reduce las corrientes de calcio tipo L, pero no tipo N, en
corteza, ndcleo estriado y retina (Sayer et al.,1992; Stefani et al.,1994; Choi y
Lovinger, 1996); y en neuronas cerebelosas la activacion de mGIuR reduce tanto
las corrientes de calcio de tipo N como de L, estas fuciones parecen estar mediadas
por receptores pertenecientes al grupo | y grupo Il (Chavis et al.,1995). También los
MGIuUR sirven como autorreceptores presinapticos en las sinapsis glutamatérgicas,
(Glaum y Miller, 1996). Los mecanismos por los cuales los mGIuR regulan la
liberacién de glutamato no se encuentran bien definidos, sin embargo, se especula
que la reduccién de las corrientes de Ca?* dependientes de voltaje esta involucrado,

asi como la activacion de las corrientes de K* presinapticas (Gereau y Conn, 1995).
La farmacologia de los mGIluR’s se divide dependiendo del grupo en el que el

receptor se encuentre los ligandos del grupo | se encuentran resumidos en la figura

10, mientras que los ligandos del grupo Il y grupo Il se encuentran en la figura 11.
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Figura 10. Estructuras quimicas de los ligandos competitivos (a) y no competitivos (b) del grupo | de

mMGIuRs (Tomado de Kew y Kemp ,2005).
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Figura 11. Ligandos selectivos competitivos (a) y no competitivos (b) a los grupos 1l y lll. Recuperado
de Kew y Kemp (2005).

6. ACETILCOLINA

6.1 Sintesis y Estructura de la Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es un neuroransmisor con actividad tanto en la periferia como
en el sistema nervioso central, fue el primer neurotransmisor descubierto y
sintetizado cuya formula quimica es C7HisNO2 y posee un peso molecular de 146.21
g/mol. La ACh es una molecula pequenfia, la cual posee un éster, y un nitrdgeno

cuartenario, el cual le confiere cierta polaridad (PubChem, 2019; Fig. 12)

© H,C | .
\ CH Figura 12. Estructura de la acetilcolina.
N+-"'f 3 Recuperado de National Center for
/\/ Biotechnology Information. PubChem
H.C ® \ |
3 CH Database. Acetylcholine, CID=187.
3
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Sintesis

La ACh se deriva de su precursor colina, el cual se transporta de la periferia al SNC
en la sangre. La colina puede ser ingerida en los alimentos o es sintetizada en el
higado cuando se ingieren alimentos. La colina es tomada por las células
especificamente colinérgicas, el cual es un proceso dependiente de Na*y de ATP,

con lo cual se incrementa con una actividad excitadora neuronal (Webster, 2002).

La sintesis de ACh se lleva a cabo por la reaccion de la colina junto con la
acetilcoenzima A, la cual es un producto del metabolismo de carbohidratos, la cual
es catalizada por la enzima acetilcolintransferasa, que acetila la colina para formar
acetilcolina. La acetilcolinesterasa se sintetiza en el reticulo endoplasmico y su
actividad enzimética se ve mediada por la cantidad de colina en el medio (Wester,
2002; Figura 13).

Q)

I
> //J\

Colina Acetilcolina
Colina + Acetil coenzima A
Colina acetiltransferasa
Acetilcolina + CoenzimaA

Figura 13. Reaccion de la sintesis de la acetilcolina,en la cual la acetilcolintransferasa toma una
molécula de Colina y una molécula de Acetil coenzima A para formar una molécula de acetilcolina y

una molécula de Coenzima A (Tomado Nestler, Hyman, Holtzman y Malenka, 2006)
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Metabolismo

Después de que la ACh se sintetiza y se utiliza en elSNC, es recuperada por
transportadores de poca afinidad y la almacenan en vesiculas, donde se encuentra
la acetilcolintransferasa, enzima de alta potencia, la cual elimina la ACh rapidamente
del medio extracelular. Una molécula de acetiltransferasa es capaz de romper a
aproximadamente 10,000 moléculas de ACh por segundo. También existen otras
enzimas que escinden a la ACh como la butirilcolinesterasa, la cual se encuentra

principalmente en las células gliales (Wu y Hersh, 1994).

La ACh se une al grupo anionico de la acetilcolintransferasa y reacciona con el
grupo hidroxilo de la serina de la enzima, entonces la acetilcolinesterasa se acetila,
liberando la colina, la cual se separa y regresa al medio para formar mas ACh,
después la enzima se hidroliza y vuelve a su estado activo, formando acido acético
(Webster, 2002; Figura 14).

La acetilcolinesterasa puede ser inhibida, tanto reversible como irreversiblemente
por distintas moléculas, las cuales actian sobre el tiempo de duracién del efecto de
la ACh, aumentandolo. Actualmente, andlogos de las colinesterasas somo el
donepezil, la rivastigmina o ENA 713, la eptastigmina, y la galantamina, estan
siendo usadas como tratamiento para la enfermedad de Alzheimer (Wilkinson et al.,
2004).
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Figura 14. Metabolismo de la acetilcolina, catalizado por la acetilcolinesterasa. La ACh se une al
grupo anionico de la acetilcolinesterasa y reacciona con el grupo hidroxi-serina de la enzima,
permitiendo la acetilacion de la acetilcolinesterasa, liberando la colina, la cual regresa al medio para
formar méas ACh, después la enzima se hidroliza y vuelve a su estado activo, formando acido acético.
(Tomado de Balanta D.J, 2016).

6.2 Funciones asociadas de la Acetilcolina en la corteza cerebral.

La ACh tiene un rol importante en las areas de asociacion de la corteza cerebral, en
donde actia como estimulador de la actividad neuronal en la CPF de ratas, o
estimulador de la actividad neuronal relacionada con el comportamiento en la
corteza orbito frontal de primates. Sin embargo, estos roles también se dividen a su
vez en en dos posibles funciones de la ACh en la actividad cortical, uno es que la
ACh media el procesamiento de la informacién dependiendo del area y la capa de
la corteza a la cual este llegando la ACh de manera fasica y dependiente de un
estimulo, esto se ve relacionado con procesos ‘top-down” los cuales son
mecanismos que optimizan el procesamiento de estimulos y asociaciones, y ayudan
a la discriminacion de estimulos importantes de distractores (Kastner y Ungerleier,
2000), esto es importante para que un individuo espere un estimulo y sepa
reaccionar ante este, influyendo en el comportamiento final del individuo.
Igualmente esta regulacion fasica de la ACh se ve implicada en procesos “bottom-
up”, los cuales tienen que ver con el procesamiento de las caracteristicas del
estimulo sensorial y el contexto en el que este estimulo se esta dando (Treisman y

Gelade, 1980), estos procesos se ven implicados con las habilidades de un individuo
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para detectar objetivos y el procesamiento de la atencidn, provocado por un estimulo
prolongado y su rol en la activacion de areas corticales. Estos dos tipos de procesos
son regulados por la proyeccion corticoseptal colinérgica, la cual es controlada por
las conexiones de la CPFm (Nelson, Sarter y Bruno, 2002), asi mismo, lesiones en
la CPF y la amigdala, que inervan al prosencéfalo basal, se ven implicadas en un
malfuncionamiento de los receptores NMDA en esta zona y por lo tanto un
malfuncionamiento de los procesos “top-down” (Turchi, Bruno y Sarter, 2001; Sarter
et al., 2001; Yu y Dayan, 2002). Igualmente, es importante mencionar que la
memoria se ve implicada en ciertos procesos de atencidn, por lo cual es de
esperarse que un mal funcionamiento de la transmision colinérgica se vea implicado
en una interrupcion de los procesos “top-down”. Ademas, la consolidacion de la
memoria se puede ver regulada por el procesamiento de la informacion por los
procesos “top-down” durante el periodo de adquisicion de la informacion, y por lo
tanto se ve implicada en los procesos de adquisicién de la memoria (Miyashita y
Hayashi, 2000).

Por otro lado, una accion ténica de la ACh, en la cual esta se veria implicada en
procesos de estado de alerta o un estado consciente, también se relaciona con el
ritmo circadiano el cual esta regulado por conexiones del tallo cerebral que llegan al
procencéfalo basal y se ahi pasan a las zonas corticales (Consolo et al., 1990;
Kametani y Kawamura, 1991), de igual manera, la liberacién de ACh en la regién
del prosencéfalo basal incrementa el estado de alerta, suprimiendo el suefio de

movimientos oculares rapidos (Baghdoyan, Spotts y Snyder, 1993).

6.3 Receptores de Acetilcolina

6.3.1 Estructura y funcién de los receptores Nicotinicos

Los receptores a acetilcolina nicotinicos (hnAChRs) forman parte de la superfamilia
de canales iénicos activados por ligando, los cuales también son conocidos como

receptores de bucle-cys, por que poseen una secuencia conservada que contiene
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un par de cisteinas separadas por 13 residuos aminoacidicos y unidas por un puente
difulfuro. Los nAChRs se dividen en dos subgrupos: receptores musculares, los
cuales se encuentran en las sinapsis de la unidon neuromuscular, y receptores
neuronales, encontrados a lo largo del sistema nervioso central y periférico, por el
interés de este estudio solo se profundizara en estos ultimos (Hogg, Raggenbass y
Bertrand, 2003).

Existen doce dubunidades identificadas que formar los nAChRs neuronales, las
cuales se pueden dividir en dos subgrupos a, que abarcan a2, a3, a4, a5, a6, a7,
a8, a9y a10, y el subgrupo B el cual abarca 32, 33 y B4. Las subunidades a7, a8 y
a9 pueden formar receptores homopentaméricos funcionales, mientras que también
pueden combinar ambos tipos de subunidades en una conformacién de dos
subunidades a y tres B. Generalmente estas se forman con el mismo tipo de
subunidad a y el mismo tipo de subunidad 3, con excepcion de la subunidad 33 y
a5, las cuales sélo forman receptores funcionales cuando se expresan con
diferentes subunidades a y B, formando receptores tripletes, los receptores

heteroméricos (Anand et al., 1991; Boorman et al. 2000).

Todas las subunidades que forman los nAChRs tienen una estructura similar
conformada por un dominio NH2a-terminal extracelular conservado de 200
aminoacidos; tres regiones transmembrana que estan formadas por cuatro
secciones que abarcan la membrana hidrofoba (TM1-TM4) y un bucle intracelular
entre TM3 y TM4 que contiene secuencias de sitios de fosforilacion, el cuarto
dominio TM contiene una secuencia COOH-terminal extracelular corta y variable,
asi mismo, estas subunidades, como todas las de los canales idnicos activados por
ligando, poseen un bucle de cisteina en el primer dominio extracelular, la presencia
de este bucle define a una subunidad como a o (3, y es el sitio para la union del
ligando (Karlin et al., 1986; Lukas et al., 1999; Corringer et al., 2000; Figura 15).
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et Figura 15. Subunidades que conforman un nAChR.
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Las diferentes subunidades que forman los NnAChRs se arreglan de manera circular,

formando un poro central, el bucle cys se encuentra envuelto alrededor de la
subunidad adyacente, este bucle y una hendidura formada entre dos subunidades
vecinas forman el sitio de union al ligando y son esenciales para el movimiento del
receptor cuando el ligando se une. Por otra parte, el segundo dominio TM recorre el
poro hidratado, la cara exterior del cuarto dominio TM esta principalmente en
contacto con la bicapa lipidica, el poro del canal es grande y consiste en los
dominios extracelulares circundados, y esta fuertemente envuelto por el anillo TM2.
Formando el poro para los iones en el receptor cerrado (Miyazawa et al. 1999;
Albuquerque et al., 2009; Figura 16).
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Figura 16. A) Posibles conformaciones para un nAChr, de tipo muscular, formada por subunidades
a 'y B ; de tipo homomérico solo formado por un tipo de subunidad, en este caso la subunidad o7 ; y
de tipo heteromérico formado por 2 tipos de subunidades a4 y R2; todas las combinaciones forman

un poro en el centro. B) Estructura tridimensional de un nAChr (Tomado de Hogg et al. ,2003).

Los nAChRs se encuentran distribuidos en distintas areas del sistema nervioso
central, por ejemplo, en el hipocampo modulan la induccion de la pasticidad
sinaptica y por lo tanto tienen un rol en el aprendizaje y la memoria (Ji et al., 2001).
En el ndcleo accumbens del area ventral tegmental, es una area que se ve implicada
en el circuito de recompensas, por lo tanto los nAChRs de esta area se pueden ver
implicados en la adiccion a la nicotina, induciendo a la transmision glutamatérgica a
largo plazo, asi como facilitando la transmision GABAérgica (Dani et al., 2001;
Mansvelder et al. 2002) y en los nucleos supraopticos y paraventriculares del
hipotalamo los nAChRs podrian facilitar la liberacion de vasopresina y oxitocina
mediada por ACh (Pow y Morris 1989).

Por otro lado, los NAChRs median la transmision sinaptica rapida en la ausencia de
glutamato y GABA, en el hipocampo, en la corteza visual y en el hipotdlamo,
convirtiéndose en un neurotransmisor excitatorio en casos de una actividad por
glutamato reducida o suprimida (Hefft et al. 1999; Belousov et al., 2001; Hatton y
Yang 2002).
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También, se sabe que los receptores formados por las subunidades a7, se
encuentran en las terminales presingpticas, donde modulan la liberacién de
neurotransmisores como dopamina, glutamato y GABA, también se encuentran las
subunidades B2. Esta regulacion de la liberacion de neurotransmisores se conoce
como “autorregulacion”; Cuando la estimulacion de nAChRs estimula la liberacion
de ACh, mientras que, para neurotransmisores como la noradrenalina, el GABA, la
serotonina y el glutamato, se conoce como modulacién hetero sinaptica. Por el
contrario, la activacion de nAChRs postsinapticos reduce la expresion de NMDAR y
por lo tanto reduce también su respuesta. En el caso de la modulacién de GABA por
acetilcolina, el GABA causa inhibicion de neuronas piramidales adyacentes
(MacDermott et al., 1999; Fisher y Dani 2000; Alkondon et al. 2000; Ji y Dani 2000;
Jones et al. 2001).

Ademas, es de interés analizar los efectos que tiene la nicotina, sobre el SNC para
comprender de mejor manera las funciones de los nAChRs. Por un lado, esta la
mejora de la memoria y el aprendizaje, estos efectos son bloqueados por
antagonistas de los receptores nicotinicos. Estos resultados han abierto las
posibilidades de utilizar la nicotina que actda por los nAChRs como posible
tratamiento terapéutico para la enfermedad de Alzheimer y la esquizofrenia
(Newhouse et al. 1992; Rusted et al. 1994; Rusted y Warburton 1992; Levin y
Rezvani 2000), sin embargo, la aplicacion de nicotina en el periodo neonatal
deteriora la memoria y por el contrario, la administracion de antagonistas a los
NAChRs causa un deterioro de la memoria, irreversible al administrar nicotina
(Bettany y Levin 2001; Levin et al. 2002).

En cuanto a las funciones de cada subunidad, se han utilizado modelos animales
‘knock-out” para estudiar las posibles alteraciones en caso de que alguna subunidad
de los nAChRs no se codifique. En el caso de la subunidad a3, los ratones que la
carece, mueren en su primera semana de vida debido a un disfuncion multiorganica,
por lo tanto se cree que la subunidad a3 es esencial para mediar la transmision

sinaptica rapida en el sistema nervioso autbnomo; en el caso de la subunidad 34,
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los animales que la carecen muestran una reduccion en la corriente activada por
nicotina (Xu et al., 1999); En ratones que solo carecen de 2 su locomocion se vio
reducida, asi como la liberacion de dopamina mediada por ACh, adem@s el deterioro
neuronal en el envejecimiento se vio aumentado (Zoli et al. 1999); Ratones que
carecen de la subunidad 3 muestran una reduccion en la liberacion de dopamina;
Los ratones que carecen la subunidad a6 no muestran ninguna anomalia
neuroanatomica o de comportamiento evidente (Champtiaux et al. 2002); ratones
que carecen de la subunidad a9 muestran un desarrollo anormal de conexiones
singpticas (Vetter et al. 1999); los ratones que carecen de a7 presentan una
carencia de corrientes nicotinicas que se desensibilizaban rapidamente en el
hipocampo, lo que sugiere que los receptores que contienen a7 estan involucrados
en el aprendizaje y la memoria: También, ratones que presentan una mutacion en
esta subunidad, son mas propensos a convulsiones inducidas por nicotina (Orr-
Urtreger et al. 1997; Broide et al. 2002; Gil et al. 2002).
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Los moduladores de los nAChRs se muestran a continuacion, en la figura 17 se

encuentran resumidos los agonistas a los nAChRs.
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Figura 17. Estructura quimica de los agonistas de los receptores nicotinicos de acetilcolina (Tomado
de Lloyd y Williams, 2000).

Antagonistas

La lophotoxina, la neosurugatoxina, la Alpha-Bungarotoxina, la erisodina, las cuales
son todas neurotoxinas, con antagonistas competitivos a nAChRs, que muestran
preferencia por nAChRs que contienen (32, la conotoxina-MIl antagoniza a los
NAChRs que se conforman por a3B2 y la metilcaconitina es un potente bloqueador
de nAChRs que contienen a7 (Holladay et al., 1997).

Otros moduladores

Los esteroides se conocen también por interactuar con los receptores ionotrépicos,

estos se sintetizan en las células gliales en el SNC, un gran nimero de estos
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esteroides interactian con nAChRs. Como ejemplos de esteroides que bloquean la
actividad de nAChRs estan la promegestona, la hidrocortisona, la progesterona, el
3a, 5a, 17b-3-hidroxiandrostano-17-carbonitrilo o ACN; y por otro lado ejemplos de
esteroides que potencian la actividad de los nAChRs con el 1713 estradiol (Bertrand
et al., 1991, Valera et al., 1992; Curtis et al., 2002; Paradiso et al., 2001).

Por otro lado, existen cationes divalentes que también modulan la actividad de los
NAChRs, como Ca?*, Zn?*, Mg?*, Pb?* y Cd?*. El de mayor importancia es el Ca?* el
cual potencia la accién de los nAChRs (Eisele et al., 1993), asi como también
modula la activacion, la inactivacién, la desensibilizacion y la recuperacién de
NAChRs (Bonfante-Cabarcas et al., 1996). Por el contrario, el Zn?* inhibe la actividad
de los nAChRs (Palma et al., 1998).

6.3.2 Estructura y funcién de los receptores Muscarinicos

Los receptores muscarinicos a ACh forman parte de la superfamilia de receptores
transmembranales acoplados a proteinas G. Estos receptores se dividen en cinco
subtipos M1, M2, M3, M4 y M5, los cuales se organizan en 2 clases, la primera
conformada por los subtipos no pares (M1, M2, M3) se acoplan a Gg/11, por lo tanto
activan a la fosfolipasa C que a su vez inicia la cascada de fosfatidilinositol trifosfato
(PIP3), esto lleva a la disociacion de fosfatidilinositol difosfato (PIP2) en 2
componentes el inositol trifosfato o IP3, el cual media la liberaciéon de Ca?* de la
reserva intracelular y el diacilglicerol el cual activa la proteina cinasa C (Winks et
al., 2005). Por otro lado, los subtipos pares (M2 y M4) se unen a la clase Gi/o de las
proteinas G e inhiben la actividad de la adenil ciclasa, y también activan a los

canales de K* abiertos por proteinas G (Kurachi e Ishii, 2004).
La estructura general de estos receptores consiste de siete hélices

transmembranales (TM1-TM7) unidas por tres bucles extracelulares (ECL) en los

cuales se une el ligando y tres intracelulares (ICL), donde se acopla la proteina G,
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ademas, presentan una pronunciada curva hacia afuera en el extremo extracelular
de TM4 (Wess, 1996; Kruse, 2012; Figura 18).

Figura 18. Estructura general de un

receptor muscarinico gue consta de siete

Lado Intracelular
hélices transmembrana

(TM1-TM7) unidas por tres bucles extracelulares (ECL) en los cuales se une el ligando y tres
intracelulares (ICL), donde se acopla la proteina G, , presentan una curva hacia afuera en el extremo
extracelular de TM4 (Tomado de Kruse et al., 2012).

RECEPTORES NO PARES

Debido a la cascada de sefializacion que activa cada receptor, la funcion de estos
se ve atada al tipo celular y también al tipo de proteina G a la que se encuentre, por
lo que dividiremos las funciones en las clases que estan divididas los subtipos de
receptores. Los receptores de la clase 1 o los receptores impares se acoplan a
Gqg/1l. Los receptores M1 se expresan mayormente en el cerebro anterior,
incluyendo la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado, y sus funciones
se lograron descubrir gracias a modelos animales “knock-out” de estos receptores.

Estos modelos demostraron que los receptores M1 se ven implicados en el
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comportamiento, debido a que ratones knock-out de estos receptores tienen déficits
en el comportamiento, también estos receptores juegan un papel en la fisiopatologia
de los ataques epilépticos, asi como la actividad locomotora, la potenciacion a largo
plazo y en la corriente “M” de K* o0 activada por receptores muscarinicos (Hamilton
et al., 1997; Miyakawa et al., 2001; Anagnostaras et al., 2003).

Por su parte los receptores M3, se expresan en mayor medida en la periferia, en
musculo liso y tejido glandular; Modelos animales knock-out de M3 no exhibieron
deficiencias o diferencias significativas a nivel del sistema nervioso central, y a nivel
de sus efectos perifericos se ven implicados en la contraccién de musculo liso,
secrecion glandular y la ingesta de alimentos (Miyakawa et al., 2001; Gerber et al.,
2001).

Por ultimo, los receptores M5 fueron los Ultimos receptores muscarinicos en ser
caracterizados, estos se ven mayormente expresados en neuronas dopaminérgicas
de la substancia negra pars compacta, por lo tanto, estos receptores juegan un
papel importante en la liberacion dopaminérgica al cuerpo estriado, esto
comprobado con ratones que no expresan M5, los cuales presentan una reduccion

en la liberacion de dopamina reducida (Yamada et al., 2001).

RECEPTORES PARES

Los receptores de la clase 2 estan acoplados una proteina Gi/ o, por lo cual inhiben
la actividad de la adenilil ciclasa. Estos receptores también activan los canales de
K* activados por la proteina G, lo que conduce a la hiperpolarizacién de la
membrana en células excitables. Estos receptores se ven implicados en la inhibicion

de la excitabilidad neuronal (Bolden et al., 1992).

Por su parte los receptores M2, se ven implicados en procesos de analgesia siendo
los agonistas que actlan sobre este receptor igual de efectivos que la morfina, asi

mismo, inhiben algunos canales de Ca?*, y a nivel de la periferia los receptores M2
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estan implicados en la desaceleracion colinérgica del ritmo cardiaco (Shapiro et al.,
1999; Widman et al., 1985; Stengel et al., 2000).

Por otro lado, los receptores M4, que se encuentran de manera abundante en el
estriado, tienen un papel importante en la actividad locomotora, debido a que
ratones knock-out de estos receptores mostraron un aumento en su actividad
locomotora por un aumento de liberacion de dopamina en el estriado, estos
receptores también se ven implicados en el aprendizaje, la memoria y la cognicion
(Levey, 1993; Gomeza et al., 1999).

6.3.3 Farmacologia

Agonistas

Ademas del principal agonista acetilcolina, otros agonistas no selectivos entre
subtipos de receptores son el carbachol, el cual es un éster del acido carbamico, la
muscarina, la metacolina, la arecolina, la axotremorina, la pilocarpina una amina
terciaria , la oxotremorina-m, la metoclopramida, el betanechol el cual es un éster
de carbamoil que es parecido estructuralmente a la acetilcolina, por otro lado, otros
compuestos que favorecen la accion de la acetilcolina mediante la inhibicion de la
acetilcolinesterasa son el edrofonio, la fisostigmina, la neostigmina, la piridostigmina
y el ecotiofato. En caso de agonistas especificos a subtipos de receptores
muscarinicos como ejemplo estan el McN-A-343, la Xanomelina, y el CDD-0097 los
cuales son selectivos a M1, mientras que el L-689,660 es selectivo a M1 y M3 (Ishii
y Kurachi, 2006; Flores y Segura, 2005).

Antagonistas

En el caso de los compuestos que bloquean la accion de los mMAChRs gue no son
selectivos a subtipos, el principal antagonista es la atropina y sus derivados como
el Ipratopio, el tiotropio, la tropicamida, el ciclopentolato, pero también estan la

escopolamina, la benzotropina, el bromuro de quinuclidlio, la pirencepina, la
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telencepina y el Quinuclidinyl-a- hidroxidifenilacetato QNB. Por otro lado, ejemplos
de antagonistas selectivos a los subtipos de mMAChRs la pirenzepina, la telenzipina
y la toxina muscarinica tipo 7 son selectivos a M1; el AF-DX 116, el AF-DX 384, la
metoctramina, la hibacina y la tripitramina son selectivos a M2; el 4-DAMP, el p-
fluorohexahidrosila-difenidol y la darifacina son selectivos a M3, y la tropicamida, la
himbacina y el AF-DX 384 también tienen cierta selectividad a M4 (Ishii y Kurachi,
2006; Flores y Segura, 2005).

7. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
1.2.1 Interaccion de la Acetilcolina con los receptores Glutamatérgicos

Como se mencion0 en secciones anteriores, la ACh tiene diferentes funciones a
nivel del sistema nervioso central, una de ellas y la que es de interés en esta seccion
es el rol que posee la acetilcolina, mediante la activacion de sus receptores
nicotinicos, en la liberacién de glutamato y otros neurotransmisores (Girod et al.,
2000; Bancila et al., 2009) y este efecto es el responsable de otras funciones de la
ACh, por ejemplo, la ACh juega un papel en la transmision pre sinaptica en el
hipocampo (Valentino, 1981) aumentando la frecuencia de los potenciales
excitatorios postsinapticos, pero no su amplitud, la cual posteriormente se describié
es dependiente del Ca?* y a su vez es caudado por los receptores nicotinicos a
acetilcolina (Radcliffe, 1999). El hipocampo es una de las regiones mas estudiadas
en cuestion de los efectos de la ACh sobre la transmision glutamatérgica, debido a
gue recibe tanto proyecciones glutamatérgicas, como colinérgicas (Isaacson y
Pribram, 1975), en 1989, Mattson report6 un efecto de la ACh sobre la degeneracion
de células hipocampales causada por glutamato, en la cual la acetilcolina aumento
la muerte celular en concentraciones de glutamato de 100 uM, este efecto fue
bloqueado por el antagonista a receptores muscarinicos atropina y no fue
modificado por el antagonista nicotinico tubocurarina, asi mismo en pinealocitos de
rata, la ACh aumento la exocitosis inducida por glutamato mediante la activacion de

receptores nicotinicos (Yamada et al., 1998).
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Para ser mas especificos, nos centraremos en describir las diversas funciones que
tiene la acetilcolina al interactuar con el receptor glutamatérgico tipo NMDA. Se cree
que la ACh y el NMDAR se regulan mutuamente, debido a que la activacion de
NMDAR’s reduce la liberacion de ACh (Metherate y Ashe, 1995). Uno de los
primeros efectos descritos de la ACh sobre el NMDAR, se realiz6 en rebanadas de
hipocampo de rata en las cuales se observd una potenciacion de la corriente de
NMDA mediante la aplicacion topica de ACh, ya sea por iontoforesis o por
microgotas, la cual fue bloqueada cuando se realizé una pre incubacién con atropina
(Markham y Segal, 1990) posteriormente se observaron efectos similares en células
cultivadas de hipocampo de rata que fueron perfundidas con NMDA y ACh, en este
estudio solo corrientes pequefias fueron potenciadas mientras que las corrientes
grandes no se vieron afectadas por la acetilcolina (Segal, 1992), también la
acetilcolina aumente la union del NMDAR (Daniel y Dohanich, 2001). Sin embargo,
Aizenman (et al., 1991) describieron el efecto inhibidor de distintos agonistas

nicotinicos sobre la corriente de NMDA.

Se sugiere que es una accién muscarinica la responsable de los efectos que la
acetilcolina tiene sobre los receptores glutamatérgicos y los NMDARs (Markham y
Segal, 1990; Segal, 1992; Marino et al.,, 1998). Sin embargo, estudios han
demostrado una accion nicotinica, por ejemplo en 1998, Aramakis y Metherate,
describieron una potenciaciébn de los potenciales excitatorios postsinapticos
Glutamatérgicos, en los cuales el componente tardio esta modulado por NMDA,
mediante la aplicacion de nicotina, en este estudio se describié que los receptores
nicotinicos a acetilcolina responsables de este efecto son los receptores a7 debido
a gque el efecto de la nicotina se vio bloqueado por un antagonista especifico a esta
subunidad. El efecto de este receptor nicotinico sobre la actividad de los receptores
a NMDA también se ha estudiado mas a fondo, por ejemplo se han encontrado
receptores a7 nicotinicos en neuronas piramidales de la corteza prefrontal dorso
lateral donde estos receptores nicotinicos juegan un rol permisivo sobre la
activacion de los receptores a NMDA (Yang et al., 2013), asi mismo el efecto
potenciador de los receptoras Nicotinicos sobre el NMDAR activa la liberaciéon de

glutamato (Zappettini et al., 2014), es importante destacar la importancia de los
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receptores a7 nicotinicos debido a que se ha observado que una delecion de estos
a nivel del desarrollo de un organismo reduce de manera significativa la presencia
de receptores a NMDA (Lin et al., 2014).

Por ultimo, algunos estudios sugieren una interaccion directa de la molécula de Ach
con el NMDAR. Flores-Hernandez (et al., 2009) describen un efecto inhibidor directo
sobre la INMDA dada por agonistas y colinérgicos nicotinicos, asi como por la
phisostigmina, un inhibidor de la colinesterada, en las cortezas prefrontal y auditiva
de rata, el cual no se debe a proteinas G. Asi mismo el efecto inhibidor se coservo
aun en precensia de atropina lo cual sugiere que el mecanismo de este efecto no
es muscarinico. Ademas, Avila-Ruiz (et al., 2014) reporté un aumento de la INMDA,
en neuronas espinosas medianas y piramidales de rata tras un tratamiento crénico
con Nicotina. Este estudio detalla que tras el uso de antagonistas del AMPc, el

efecto persiste; proponiendo que actua por un mecanismo diferente al muscarinico.

8. JUSTIFICACION

La corteza prefrontal es una estructura del sistema nervioso central que ha sido de
interés en un numero considerable de investigaciones cientificas debido a que
alteraciones de las funciones en esta region y sus circuitos asociados son la causa
de trastornos cognitivos y del comportamiento, debido a que la corteza prefrontal
esta involucrada principalmente en las llamadas funciones ejecutivas tales como la
seleccion de atencion, resistencia a interferencias, monitoreo, inhibicion de
comportamiento, cambio de tareas, planeacion y toma de decisiones memoria de
trabajo, también la corteza prefrontal se ve involucrada en el control de las
emociones y el comportamiento social asociados con trastornos neuropsiquiatricos
importantes como el déficit de atencion o desorden de hiperactividad y

esquizofrenia.
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Por su parte el receptor a NMDA ha sido de gran interés debido a su funcion como
modulador de la actividad sinéptica, su rol en el control de la excitotoxicidad, por su
alta permeabilidad al ion Calcio, asi como en la potenciacion a largo plazo. Este
receptor ha sido un foco de actividad terapéutica para reducir los efectos negativos

de la activacion de estos receptores y potenciar los efectos positivos.

Por otro lado la acetilcolina es un neurotransmisor con actividad tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico, fue el primer neurotransmisor descubierto y
sintetizado y por mucho tiempo fue de gran interés debido a su rol en los masculos
de la periferia, en el sistema nervioso central la acetilcolina esta implicada en los
procesos de comportamiento, tales como la atencidn y el uso de instrucciones para
tomar decisiones acerca del comportamiento, asi como procesos de funcion mental

como regular los efectos de perdida de una recompensa o incluso el estar consiente.

Por todo lo anterior es de interés estudiar al tipo de receptor a NMDA que
especificamente se encuentre en la cortea prefrontal para lograr un entendimiento
de su funcidn fisiolégica y su modulacién con otros neurotransmisores, que en este

caso en particular es la acetilcolina.

9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En experimentos anteriores se ha destacado la importancia de la presencia
de Glicina en la activacion de la corriente de NMDA, en la cual se consideraba
esencial la presencia de este aminoacido para la correcta activacion de este
receptor, por otro lado se tiene como resultados de una investigacion realizada
previamente en el laboratorio de Neuromodulacion; relacionada a la corriente de
glutamato activada por NMDA y Glicina, en la cual, aun en la ausencia de Glicina
se observa la presencia de la corriente de Glutamato, a una amplitud menor. Asi
mismo debido a la presencia de aferentes colinérgicas a la corteza cerebral de
mamiferos, se considerd estudiar la funcidn que este neurotransmisor desempefia

sobre la corriente de NMDA.
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10.HIPOTESIS CIENTIFICA

El neurotransmisor acetilcolina tiene un efecto potenciador sobre la corriente de
NMDA el cual podria ser de menor o igual amplitud a la potenciacion dada por el
aminoacido glicina, y este efecto potenciador se veria conservado aun en la
presencia de antagonistas colinérgicos tanto nicotinicos como muscarinicos, lo cual

sugeriria una accion directa de la acetilcolina sobre el receptor a NMDA.

11. OBJETIVOS
11.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la Acetilcolina y sus antagonistas clasicos sobre la
corriente activada por NMDA en las neuronas piramidales de las capas I/lll de la

corteza prefrontal de rata.

11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por
glutamato en las neuronas piramidales de las capas l/lll de la corteza
prefrontal de rata.

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA
en las neuronas piramidales de las capas I/lll de la corteza prefrontal de rata.

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA
en presencia del antagonista colinérgico muscarinico atropina en las
neuronas piramidales de las capas I/lll de la corteza prefrontal de rata.

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA
en presencia del antagonista colinérgico nicotinico tubocurarina en las
neuronas piramidales de las capas I/lll de la corteza prefrontal de rata.

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA

en presencia de los antagonistas colinérgicos clasicos atropina y
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tubocurarina en las neuronas piramidales de las capas l/lll de la corteza

prefrontal de rata.

12. MATERIAL Y METODOS

12.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio basico experimental.

12.2 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Este estudio fue realizado en el laboratorio de Neuromodulacion dentro del
Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla durante el
periodo comprendido entre 2019 y 2020.

12.3 ESTRATEGIA DE TRABAJO

Para comenzar con este trabajo de tesis, primero se aprendieron las técnicas
necesarias, una vez completado este proceso, se comenz6 a trabajar en
experimentos probando el efecto de la acetilcolina sobre las corrientes de glutamato
y si se observa una potenciacion de la corriente se procedera a probar el efecto de
la acetilcolina sobre la corriente de NMDA y en caso de observar una potenciacion
similar, se procedera a probar esta potenciacién en presencia se los antagonistas

colinérgicos Atropina y Tubocurarina.

12.4 MUESTREO

No aplica

12.5 DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

No aplica
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12.6 METODO DE RECOLECCION DE DATOS

No aplica

12.7 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Las células a utilizar se extraen de ratas Wistar, de 30 dias, pesando 100-120 gr,
las cuales fueron anestesiadas, para posteriormente decapitarlas y realizar la
extraccion de cerebro en menos de un minuto y treinta segundos. El cerebro fue
sumergido en una solucion Isetionato, burbujeando con O2, posteriormente se
extrajo de esta solucidon para realizar rebanadas de 350 nm en un micrétomo,
finalmente se separ6 la zona de interés y se sumergieron estas rebanadas en

solucion de Earl, por al menos una hora, burbujeadas con CO2.

El siguiente paso consiste en mover las rebanadas de la solucién de Earl a solucion
de Hanks, preparada anteriormente con 30mg de papaina y a 35°C, pasados 10
minutos se extrajeron de la solucién y se lavaron con Isetionato, posteriormente se
pasaron por pipetas de vidrio previamente seleccionadas por tamafio para disociar

el tejido mecanicamente.

Finalmente, una vez teniendo células disociadas, la muestra se observa al
microscopio para buscar células viables para registrar, cuando se encuentra una
célula, se utiliza un capilar de vidrio previamente preparado para cubrir el electrodo
del equipo de registro y asi lograr acercarse a la célula, una vez que el electrodo ha
tocad la célula se ha logrado el sello y se procede a romper la membrana celular
mediante un proceso de succion, una vez que este proceso se completa y la célula
se encuentra en un estado estable, se procede a realizar un protocolo de RAMPA
para comprobar su estado, y posteriormente se cambia el protocolo a uno de
aplicacion en el cual mediante dos capilares se bafian las células con una solucion

de control libre de TEA “TEA-free”y una solucion con el farmaco deseado.
12.8 ANALISIS DE DATOS

Para el andlisis de datos se utilizaran los programas ClampFit, SIGMA y Origin.
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12.9 DISENO ESTADISTICO

Para comparar la diferencia de los efectos de dos condiciones diferentes se aplicara
una prueba t de Student o una pueba ANOVA de 1 via cuando se requiera.
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13. RESULTADOS

En esta seccion de describiran los resultados obtenidos siguiendo la metodologia
anteriormente mencionada. Se registrd un total de 44 neuronas de las capas Il/lll de
la corteza prefrontal de cerebro de ratas de la cepa Wistar, de las cuales se midio
la propiedad electrofisiologica pasiva de la membrana, que es la capacitancia

obteniendo el siguiente histograma (Fig. 1).
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Figura 1. Histograma de las capacitancias celulares obtenidas de las 44 neuronas
registradas de la corteza prefrontal de la rata. Esta propiedad se midié antes de aplicar
algun protocolo electrofisiolégico. Se obtuvo la capacitancia (en picofaradios) de 44
neuronas y se les aplicé un ajuste de Gauss con una R?= 0.83.

Posteriormente se establecio la viabilidad de las células, mediante la aplicacion de
un protocolo de RAMPA, y en caso de contar con una corriente de Na* mayor a
2000 pA 'y una corriente de Ca?* mayor a 300 pA, se considera como un indicativo
de la viabilidad celular, de este modo solo se aplicaron los siguientes protocolos a
aquellas células que cumplieron estas caracteristicas. Un ejemplo de una rampa
caracteristica con ambos parametros cumplidos se puede observar en la figura 2.
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Figura 2. Corrientes de Na*y Ca?* generados por el protocolo de rampa. Corrientes
de Na*"y Ca?* dependientes de voltaje representativas de un protocolo de RAMPA en el
cual se considera que la célula es viable para continuar con el experimento. En este
registro se obtuvo un pico de corriente de Na* de 3514 pA a -53 mV y un pico de corriente
de Ca?* de 866 pA a-14 mV.

Una vez confirmada la viabilidad de las células, se procedi6 a la co-aplicacién de
Glutamato y las tres concentraciones de acetilcolina (10 pM, 10nM y 10 uM), con el
protocolo aplicacion NMDA 3s -80mV, con el objetivo de determinar el porcentaje
de efecto sobre la corriente de Glutamato causado por la acetilcolina. En esta fase
del experimento se registraron 28 células y se realiz6 una grafica tomando la media
del efecto * la desviacion estandar para comparar los promedios del efecto de las
concentraciones de acetilcolina, de los cuales se encontrd que la Acetilcolina 10
pM potencia la corriente de glutamato con un promedio de 29.72 + 6.18%, la
Acetilcolina 10 nM potencia la corriente de glutamato con un promedio de alrededor
del 26.23 =+ 5.61% y la Acetilcolina 10 uM potencia la corriente de glutamato con
promedio de alrededor del 33.5 + 5.3%. Se realiz6 una prueba ANOVA de 1 via, con
no obteniéndose una diferencia significativa entre los tres grupos (Fig.3). Con este
resultado, se decidio ocupar la concentracion de ACh mas baja probada.
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Figura 3. Efectos de las distintas concentraciones de acetilcolina (10 pM, 10nM y 10
pM) aplicadas separadamente sobre la corriente generada por glutamato. A. Trazos
representativos del efecto de ACh 10pM sobre la corriente de Glutamato. B. Trazos
representativos del efecto de ACh 10nM sobre la corriente de Glutamato. C. Trazos
representativos del efecto de ACh 10uM sobre la corriente de Glutamato. El efecto en cada
concentracion potencia la corriente generada por glutamato y este fue casi completamente
lavado. D. Gréfica de barras donde se muestran la media + EEM del efecto de cada una de
las concentraciones de acetilcolina sobre la corriente de glutamato. Se realizé una prueba
de ANOVA de una via de las tres condiciones y no se obtuvo diferencia estadisticamente
significativa.

Posteriormente, se co-aplicdé el aminoacido glicina a una concentracion de 10 uM
con el glutamato, La glicina tuvo un efecto potenciador con una media del 319.75%
en una n de 22 neuronas. El efecto potenciador de la glicina se compard con el
efecto potenciador de la concentracion menor de acetilcolina. El efecto de la glicina
fue notoriamente mayor que el efecto de la acetilcolina. Con la finalidad de
normalizar el efecto tanto de la acetilcolina y la glicina se obtuvo la densidad de

corriente y se comparo la densidad de corriente que se obtuvo con la sola aplicacion
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del glutamato, acetilcolina y glicina; las medias + EEM obtenidas fueron: 26.38 +
3.04 pA/pf en presencia de glutamato, 75.72 + 18.03 pA/pf en presencia de
glutamato y glicina y 40.08 7.9 pA/pf en presencia de glutamato y acetilcolina 10

pM (Figura 4).
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Figura 4. Comparacién del efecto de la aceticolina 10 pM y la glicina 10 uM sobre la
corriente generada por el glutamato. A. Trazos representativos de tres condiciones: la
aplicacion de glutamato per se, co-aplicaciéon de glutamato y ACh 10 pM y co-aplicacién de
glutamato y glicina 10 uM. B. Comparacion del efecto de ACh y glicina sobre la corriente
generada por glutamato. El efecto de glicina es mayor que el de ACh, sin embargo se
considera que la concentracion de glicina es aplicada 1000 000 veces mayor que la ACh.
C. Densidad de corriente de las tres condiciones anteriormente mencionadas.

La corriente generada por la aplicacion de glutamato puede ser debida a la
activacion de tres receptores ionotropicos: el receptor de NMDA, el receptor AMPA
y el receptor a Kainato. Con la finalidad de determinar si el efecto de la acetilcolina

se debe en especifico a la activaciéon de alguno de estos receptores, se decidié
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probar el efecto de la acetilcolina 10 pM sobre el receptor de NMDA. Se co-aplicé
la acetilcolina 10pM con el ligando NMDA a una concentracion de 100uM sin la
presencia de la glicina. La acetilcolina conservo su efecto potenciador sobre la
corriente generada por NMDA. Asi mismo se obtuvieron dos grupos de efectos
potenciadores: A) donde el efecto de ACh fue de una potenciacion superior al 70%
y B) donde el efecto de ACh potencié por debajo del 50%. Del total de neuronas
registradas (n=16) de la co-aplicaciéon de ACh y NMDA, 11 tuvieron un efecto mayor
al 70% (figura 5A), con una media de 100.18 + 4.8 % (figura 5C) y cinco tuvieron un
efecto menor al 50% (figura 5B) con una media de 39.21 + 8.07% (figura 5C). Entre
los dos grupos se realiz6 una prueba t de student la cual dio como resulado -1.406
con una P=0.182 y 14 grados de libertad (figura 5C). Posteriormente se realizé una
grafica de correlacion entre la capacitancia de las células y el efecto de la
acetilcolina sobre la corriente de NMDA, de la cual se obtuvo que la capacitancia no

influye sobre el efecto de la acetilcolina (Figura 5D).
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Figura 5. Efecto de la ACh 10 pM sobre la corriente activada por NMDA. A. Trazos
representativos del efecto de ACh del grupo donde el efecto fue superior al 70% (grupo A).
B. Trazos representativos del efecto de ACh del grupo donde el efecto fue inferior al 50%
(grupo B). En ambos grupos el efecto fue completamente lavable. C. Grafica de barras que
muestran la media + EEM de ambos grupos. D. Gréfica de correlacion entre la capacitancia
de las células y el % del efecto potenciador de la ACh. En todas las células registradas se
obtuvo un efecto potenciador por la ACh. La capacitancia celular no influye sobre el
porcentaje del efecto potenciador de la ACh sobre la corriente generada por NMDA

Asimismo se comparo el efecto de la acetilcolina sobre la corriente de glutamato y
sobre la corriente de NMDA en ambos grupos (Figura 6). Se observé que solo el
grupo A es estadisticamente significativo con respecto al efecto de ACh sobre la
corriente generada por glutamato con una t=1.685 con 2 grados de libertad y
una P = 0.234.
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Figura 6. Comparacion del efecto de acetilcolina 10 pM sobre la corriente de
glutamato y la corriente de NMDA. Se aplicé una prueba t de Student y se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa entre el efecto de ACh sobre el gutamato y el efecto
de ACh del grupo A sobre el receptor NMDA, con una t=1.685 con 2 grados de libertas y
una P =0.234. A. Grafica del grupo (A. B. Grafica del grupo (B.

De igual manera que con la corriente de glutamato, se co-aplicé el aminoacido
glicina a una concentracion de 10 uM junto con NMDA, la cual tuvo un efecto
potenciador con un promedio de alrededor del 350% y se comparé con el efecto de
acetilcolina 10 pM, aunado a esto se realiz6 una comparacion de la densidad de
corriente del NMDA, del NMDA co-aplicado con glicina 10 uM y del NMDA co-
aplicado con acetilcolina, las cuales tuvieron promedios de alrededor de 20 pA/pf,

70 pA/pfy 30 pA/pf respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion del efecto de la acetilcolina 10 pM y la glicina 10 uM sobre la
corriente generada por NMDA. A. Trazos representativos de tres condiciones: la
aplicacion de NMDA per se, co-aplicacion de NMDA y ACh 10 pM y co-aplicacion de NMDA
y glicina 10 uM. B. Comparacion del efecto de ACh y glicina sobre la corriente generada
por NMDA. El efecto de glicina es mayor que el de ACh, aunque la concentracién de glicina
es aplicada 1000 000 veces mayor que la ACh. C. Densidad de corriente de las tres
condiciones anteriormente mencionadas.
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Después gque se obtuvo un efecto de la acetilcolina sobre la corriente de NMDA
similares 0 mayores a los observados sobre la corriente de glutamato, se procedio
a realizar experimentos para determinar los receptores sobre los cuales la
acetilcolina ejerce su efecto, primeramente se probo la aplicacion del antagonista
clasico muscarinico atropina, para descartar que la acetilcolina ejerza su efecto
sobre sus receptores muscarinicos, de esta manera se aplicoO el antagonista
atropina a una concentracion de 10 uM (Flores-Hernandez y cols., 2009) para
determinar si la apliacion per se ejercia un efecto sobre la corriente de NMDA vy
posteriormente se co-aplicod con la acetilcolina a la misma concentracion de 10 pM
para determinar si el efecto anteriormente observado era conservado. En cuanto a
la atropina, esta por si sola ejercid6 un afecto similar a la acetilcolina con una
potenciacion con promedio alrededor del 100% de efecto sobre la corriente de
NMDA y cuando esta se co-aplicd con la acetilcolina, el efecto se redujo a un
promedio de alrededor del 60%, sin embargo la acetilcolina no perdié su efecto
potenciador sobre la corriente de NMDA, como se esperaria si esta ejerciera su
efecto por sus receptores muscarinicos (Fig. 8). Esto es indicativo de que el efecto
potenciador de acetilcolina sobre la corriente de NMDA no es mediado mayormente

por los receptores muscarinicos clasicos de la acetilcolina.
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Figura 8. Comparacion del efecto de la acetilcolina 10 pM, la atropina 10 uM y co-
aplicadas sobre la corriente generada por NMDA. A. Trazos representativos de cuatro
condiciones: la aplicaciébn de NMDA per se, co-aplicacion de NMDA y ACh 10 pM, co-
aplicacion de NMDA y la atropina 10 uM y co-aplicacion de NMDA, ACh 10 pMy la atropina
10 uM B. Comparacion del efecto de ACh y atropina sobre la corriente generada por NMDA.
Se realiz6 una prueba t de Student de las dos condiciones y no se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa. C. Comparacion del efecto de ACh y la acetilcolina co-
aplicada con atropina sobre la corriente generada por NMDA. Se realizé una prueba de t de
Student de las dos condiciones y no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa, se
realizié una prueba Mann-Whitney la cual arrojo una T=7.000 con una P=0.333 en ambos
casos.

Una vez descartado el rol de los receptores muscarinicos de la acetilcolina sobre
el efecto que esta ejerce sobre la corriente de NMDA se prob6 el posible rol de los
receptores nicotinicos de la acetilcolina, para esto se aplico el antagonista clasico
nicotinico tubocurarina a una concentracion de 1 uM para determinar si por si solo

ejercia un efecto sobre la corriente de NMDA y posteriormente se cooaplicé con la
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acetilcolina a la misma concentracion de 10 pM para determinar si el efecto
anteriormente observado era conservado. En cuanto a la tubocurarina, esta por si
sola ejercié un efecto potenciador con un promedio alrededor del 80% de efecto
sobre la corriente de NMDA y cuando esta se coaplicé con la acetilcolina, el efecto
se redujo a un promedio de alrededor del 60%, sin embargo la acetilcolina no perdié
su efecto potenciador sobre la corriente de NMDA, como se esperaria si esta
ejerciera su efecto por sus receptores nicotinicos (Fig. 9).
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Figura 9. Comparacion del efecto de la aceticolina 10 pM, la tubocurarina 1 pM y co-
aplicadas sobre la corriente generada por NMDA. A. Trazos representativos de cuatro
condiciones: la aplicacién de NMDA per se, co-aplicacion de NMDA y ACh 10 pM, co-
aplicacion de NMDA vy la tubocurarina 1 uM y co-aplicacion de NMDA, ACh 10 pM vy la
tubocurarina 1 uM B. Comparacion del efecto de ACh y atropina sobre la corriente generada
por NMDA. Se realizé una prueba t de Student de las dos condiciones y no se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa. C. Comparacion del efecto de ACh y la acetilcolina
co-aplicada con tubocurarina sobre la corriente generada por NMDA. Se realiz6é una prueba
se realiz6 una prueba Mann-Whitney de las dos condiciones y no se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa, arrojando una T=7.001 con una P=0.333.
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Para corroborar que la acetilcolina no ejerciera su efecto sobre la corriente de NMDA

por medio de sus receptores clasicos muscarinicos y nicotinicos, se coaplicaron

ambos antagonistas clasicos, la atropina y la tubocurarina a las mismas

concentraciones ya mencionadas junto con la acetilcolina. En este caso el efecto

potenciador de la acetilcolina se redujo a un promedio de alrededor del 80 % y aun

asi la acetilcolina no perdio su efecto potenciador sobre la corriente de NMDA, como

se esperaria si esta ejerciera su efecto por sus receptores clasicos muscarinicos y

nicotinicos (Fig. 10). Finalmente se realiz6 una comparacion de los efectos de

acetilcolina, acetilcolina coaplicada con atropina, acetilcolina coaplicada con

tubocurarina y acetilcolina coaplicada con tubocurarina y atropina (Figura 11.)

A.

150
100
80
eo
10

S0

117.18%

HH

Control 1 B.
—— ACh 10 pM
—— Control 2 10
—— ACh 10 pM
+Tubocurarina 1pM
+ Atropina 10 uM 2] 1
Control 3

100

HH
—

eo |

92.44 %

vCH

VCH+viL0

VCH + LPC  YCH4VLO+LPC

50 |

vep Vel + LPC + WO

Figura 10. Comparacion del
efecto de laaceticolinal0pMy la
tubocurarina 1 pM junto con la
atropina 10 uM sobre la corriente
generada por NMDA. A. Trazos
representativos de tres
condiciones: la aplicacion de NMDA
per se, co-aplicacion de NMDA y
ACh 10 pM vy co-aplicacion de
NMDA, la tubocurarina 1 uM vy
atropina 10uM B. Comparacion del
efecto de ACh y atropina vy
tubocurarina sobre la corriente
generada por NMDA. Se realizé
una prueba se realiz6 una prueba

Mann-Whitney de las dos condiciones y no se obtuvo diferencia estadisticamente

significativa, arrojando una T=7.001 con una P=0.333
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Figura 11. Comparacion de los efectos de acetilcolina, acetilcolina co-aplicada con
atropina, acetilcolina  co-aplicada con tubocurarina y acetilcolina co-aplicada con
tubocurarina y atropina. Se realizd6 una prueba de ANOVA de una via de las cuatro
condiciones y no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa con un poder = 0.050
y una P=0.114.

14. DISCUSION

Como se describio en la figura 1 de los resultados, se coaplicé el glutamato con
acetilcolina a tres diferentes concentraciones en donde la acetilcolina tuvo un efecto
potenciador sobre la corriente de glutamato, en primer lugar es importante discutir
la cinética de la corriente, la cual es una cinética caracteristica de la corriente de
glutamato, sin embargo se pueden apreciar ciertas diferencias en los trazos
caracteristicos de cada concentracion de acetilcolina se sugiere que estas
diferencias estdn mediadas por los componentes de los receptores a glutamato
inotropicos (AMPA, Kainato y NMDA).

En segundo lugar se discutira el efecto que tuvieron las diferentes concentraciones
de acetilcolina sobre la corriente de glutamato, del cual se sugiere que la
concentracion no influye sobre su efecto, debido a que los tres efectos registrados
fueron similares y no tuvieron una diferencia estadisticamente significativa después
de realizar una prueba ANOVA de dos vias que arrojo una P mayor a 0.5, sin
embargo las pequefas diferencias que se apreciaron entre ellas se puede deber a
los componentes de los receptores a glutamato inotrépicos, 0 a otra razon, que
requeriria mas experimentos para definir qué es lo que estd causando estas

diferencias.

Todo lo anterior se considera de importancia ya que se ha reportado que los
colinérgicos tienen un efecto potenciador sobre la liberaciébn de glutamato, sin
embargo se ha comprobado que estos efectos actian por medio de los receptores
nicotinicos de la acetilcolina (Radcliffe, 1999; Girod, 2000) para ser mas especificos
el receptor a7 (Cheng, 2013), lo cual es de importancia debido a que se ha

reportado que estos efectos, también llegan a potenciar la exitotoxicidad del
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glutamato y a su vez potenciar los efectos neurodegenerativos del glutamato
(Mattson, 1989), y por otro lado el efecto de la acetilcolina sobre el glutamato puede
influir sobre el desarrollo del sistema nervioso, ya que se ha comprobado que en el
hipocampo las interacciones de acetilcolina y glutamato inhiben el crecimiento
dendritico, lo cual influye en el desarrollo del circuito hipocampal (Mattson, 1988)
posteriormente, en el hipocampo maduro el glutamato y la acetilcolina podrian estar
interaccionando para influir sobre la plasticidad celular y los procesos de memoria
(Lynch, 1986).

Como se menciond anteriormente los receptores a NMDA inotrépicos, se componen
de 3 diferentes receptores, AMPA, Kainato y NMDA. En este caso nos enfocamos
al receptor de NMDA, debido a su rol importante sobre procesos fisiol6gicos y
patoldégicos a nivel del sistema nervioso central. Se ha comprobado que la activacion
del receptor a NMDA controla la induccién de procesos de potenciacion a largo
plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD) (Harris et al., 1984; Cull-Candy et al.,
2001; Zzito, 2009; Collingridge y Bliss, 1995; Bliss y Collingridge, 1993), estos
procesos juegan un papel importante sobre la plasticidad cerebral la cual a su vez
actia en los procesos cognitivos de memoria y aprendizaje (Morris et al., 1986;
Bourne y Nicoll , 1993; Malenka, 1994; Rison y Stanton, 1995; Zito, 2009). Asi
mismo una funcion reducida del receptor a NMDA ha sido vinculado con patologias
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, esquizofrenia,
enfermedad de Parkinson y esclerosis amniotropica lateral (Farber et al. 1999;
Newcomer et al., 2000; Cepeda et al., 2001; Anticevic et al., 2012) y una activacion
excesiva del receptor ha sido vinculada con muerte celular despues de algun trauma
al sistema nervioso central (Choi, 1988). Por todo lo anterior consideramos que es

de importancia estudiar la modulacion de la activacion de este receptor.

Como se observo en la figura 3, se aplic6 NMDA como un control y posteriormente
se aplico junto con acetilcolina 10 pM, la concentracion mas baja aplicada con
glutamato, por convencion, para observar su efecto sobre la corriente de NMDA. En
primer lugar se puede observar que por si solo el NMDA produce una corriente si

bien menor que la corriente de glutamato es una corriente considerable, lo cual es
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interesante, debido a que se considera que la Glicina es necesaria para la activacion
del receptor. Por otro lado ademés de conseguir una corriente de NMDA, se observo
una potenciacion por parte de la acetilcolina que fue mayor a la potenciacion
observada con glutamato, esta potenciacion se dividié en dos grupos en base a su
porcentaje de potenciacion, un grupo cercano al 50% de potenciacién y un segundo
grupo cercano al 100% de potenciacién, al observar una diferencia significativa
entre estos dos grupos se considerd la posibilidad de que una propiedad
electrofisiolégica pasiva de la membrana, la capacitancia estuviera ligada a esta
diferencia, sin embargo, al realizar una gréfica de correlacién no se encontré una
relacion concluyente entre la capacitancia celular y el efecto que la acetilcolina tenia

sobre la corriente de NMDA.

Se han observado potenciaciones similares en otros estudios donde se observo una
potenciacion de la corriente de NMDA mediante la aplicacion topica de ACh, la cual
fue bloqueada cuando se realiz6 una pre-incubacion con atropina (Markram y Segal,
1990) también se han observado efectos similares, sin embargo en este estudio
solo corrientes pequefias fueron potenciadas mientras que las corrientes grandes

no se vieron afectadas por la acetilcolina (Segal et al., 1992).

La pregunta que prevalece es ¢ Por qué la acetilcolina tiene efector heterogéneos
sobre la corriente de NMDA? Sugerimos que la razon estad vinculada con la
expresion y funcién de los receptores a NMDA, debido a que se ha reportado que a
los tres dias post-natales, el receptor a NMDA no genera corriente alguna, y a partir
de los 7 dias hasta los 14 dias la respuesta comienza a subir hasta llegar a un pico,
el cual comienza a atenuarse entre los dias 21 y 28 (Cowell et al., 1998) esto puede
ser debido a la expresion de las subunidades del receptor a NMDA, Hofer et al.
Demostraron en ratas que la subunidad NR1 tiene un aumento en su expresion
entre las semanas 6 a 19, cuando alcanza su pico y comienza a bajar hasta llegar
a niveles en ratas adultas, y por otro lado la subunidad NR2 llega a su pico durante
el nacimiento y comienza a bajar durante las primeras semanas neonatales, este
desarrollo en la expresion de las subunidades es proporcional en humanos (Anand
and Scalzo, 2000).
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Después de que se logré obtener una corriente de NMDA y un efecto potenciador
de acetilcolina similar e incluso mayor, a través de que receptores la acetilcolina
ejercia este efecto potenciador, para lo cual se comenzé probando el antagonista
clasico de los receptores muscarinicos a acetilcolina, atropina para bloguear el
efecto de estos receptores, ya que se ha observado una potenciacion de la actividad
de los receptores a NMDA por efecto de los receptores muscarinicos (Marino et al.,
1998; Kirkwood et al., 1999; Sevilla y Buiio, 2012).

Para comenzar se coaplico la atropina junto con el NMDA para probar que el
antagonista no tuviera efecto sobre la corriente, sin embargo lo que se observo es
gue la atropina tenia un efecto muy similar a la acetilcolina del grupo de alrededor

del 100% de potenciacion, como se observa en la figura 9.

Después de obtener una potenciacion por parte de la atropina sobre el receptor de
NMDA, se esperaba que al coaplicar NMDA, con acetilcolina y atropina el efecto de
atropina y acetilcolina fuera sumatorio, sin embargo como se observé en la figura 8,
el efecto que se obtuvo fue menor que el efecto solo de atropina y solo de
acetilcolina, llegando a reducir hasta el 50% de potenciacién de la corriente de
NMDA, sin embargo el antagonista atropina no blogueo por completo la
potenciacion de la corriente de NMDA por la acetilcolina lo cual era de esperarse en
caso gue la acetilcolina actuara sobre sus receptores muscarinicos por lo cual se
sugiere que la acetilcolina y la atropina compitieran por un posible lugar en el
receptor a NMDA. Un efecto similar fue reportado por Zwart et al. En 2017, donde
observaron una potenciacion por parte del agonista de acetilcolina Oxotremorina-M
la cual se conservé aun con la presencia de atropina, sin embargo también se
probaron otros agonistas a acetilcolina como la oxotremorina y la xanomelina que
de igual modo potenciaron la corriente de NMDA pero este efecto fue bloqueado por

la atropina.

Una vez que se descartdo la accion de los receptores muscarinicos sobre la
potenciacion observada en la corriente de NMDA, se prosigui6é a descartar que los
receptores nicotinicos de la acetilcolina tuvieran un rol sobre la potenciacion, debido

a que también se ha reportado el efecto potenciador del receptor nicotinico o7 sobre
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la corriente de NMDA (Yang et al., 2013) y este efecto activa la liberacion de
glutamato (Zappettini et al., 2014), asi mismo se ha observado que una delecion de
estos a nivel del desarrollo de un organismo reduce de manera significativa la

presencia de receptores a NMDA (Lin et al., 2014).

Similarmente que con la atropina, en primer lugar se aplico el antagonista nicotinico
Tubocurarina junto con el NMDA para descartar que este tuviera un efecto sobre la
corriente de NMDA y de nuevo contrario a lo que se creia y como se observa en la
figura 9, la tubocurarina tuvo un efecto potenciador de alrededor del 70%, menor

gue el de acetilcolina pero igualmente significativo.

Siguiendo el mismo procedimiento que con la atropina, después de obtener una
potenciacion por parte de la tubocurarina sobre el receptor de NMDA, se esperaba
qgue al coaplicar NMDA, con acetilcolina y tubocurarina el efecto de atropina y
acetilcolina fuera sumatorio, sin embargo como se observé en la figura 9, el efecto
gue se obtuvo fue menor que el efecto solo de tubocurarina y solo de acetilcolina,
llegando a reducir hasta al 60% de potenciacién de la corriente de NMDA, sin
embargo el antagonista tubocurarina no bloqueo por completo la potenciacion de la
corriente de NMDA por la acetilcolina lo cual era de esperarse en caso que la
acetilcolina actuara sobre sus receptores nicotinicos por lo cual se sugiere que la
acetilcolina y la tubocurarina compitieran por un posible lugar en el receptor a
NMDA.

Para confirmar que efectivamente la acetilcolina no ejercia su efecto potenciador
sobre la corriente de NMDA por medio de sus receptores clasicos muscarinicos y
nicotinicos se coaplico NMDA, acetilcolina, atropina y tubocurarina. Si la acetilcolina
ejerciera su efecto por sus receptores clasicos, se esperaria que el efecto de la
acetilcolina se viera bloqueado por ambos antagonistas clasicos, sin embargo como
se observo en la figura 10, la acetilcolina conservo su efecto significativo de
aproximadamente un 80% de potenciacion por lo cual sugerimos que la acetilcolina
puede estar actuando sobre un sitio en el receptor a NMDA, sin embargo se
necesitarian mas experimentos para asegurar la existencia de este sitio en el

receptor a NMDA.
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15. CONCLUSIONES

1. La acetilcolina tiene un efecto potenciador sobre la corriente de glutamato.
2. La acetilcolina tiene un efecto potenciador sobre la corriente de NMDA.
3. La atropina tiene un efecto similar a la acetilcolina sobre la corriente de NMDA.

4. La acetilcolina conserva su efecto aun con la presencia del antagonista
muscarinico atropina.

5. La tubocurarina tiene un efecto potenciador sobre la corriente de NMDA

6. La acetilcolina conserva su efecto aun con la presencia del antagonista nicotinico
Tubocurarina.

7. La acetilcolina conserva su efecto aun con la presencia del antagonista
muscarinico atropina y del antagonista nicotinico tubocurarina.

8. Los resultados sugieren que la acetilcolina ejerce su efecto potenciador
directamente sobre el receptor de NMDA, sin embargo se necesitarian
experimentos adicionales para confirmar este hecho.
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