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Resumen

El hipocampo es una estructura subcortical encargada de funciones como la memoria
y el aprendizaje. Histolégicamente el hipocampo se subdivide por estratos. El estrato
piramidal alberga los somas de las principales neuronas glutamatérgicas del
hipocampo, las neuronas piramidales. Ademas, el hipocampo se encuentra altamente
regulado por neuromoduladores como la dopamina y la serotonina debido a las
proyecciones neuroanatomicas que llegan desde el area ventral tegmental y los
ndcleos del Rafe. Tanto en las enfermedades neurodegenerativas como en los
accidentes cerebrovasculares, las neuronas glutamatérgicas del hipocampo son las
primeras en sufrir muerte celular, modulada principalmente por el receptor a glutamato
tipo NMDA. En este trabajo de investigacion se demuestra como el aripiprazol un
activador de los receptores 5-HT1a y D2 modula negativamente la corriente ionica de
NMDA-R en neuronas piramidales de hipocampo de un modelo de accidente
cerebrovascular en rata. Ademas, se demuestra que en la condicion de isquemia se
reduce el efecto maximo de la corriente idnica de NMDA-R. Sugiriendo un mecanismo

adaptativo fisioldgico en el hipocampo de las ratas.

Abstract

The hippocampus is a subcortical structure that participate in memory and learning.
Histologically the hippocampus is subdivided into strata. The stratum pyramidale hold
the somas of the main glutamatergic neurons of the hippocampus, the pyramidal
neurons. Furthermore, the hippocampus is highly regulated by neuromodulators such
as dopamine and serotonin due to neuroanatomical projections from the ventral
tegmental area and the raphe nuclei. In both neurodegenerative diseases and strokes,
glutamatergic neurons in the hippocampus are the first to undergo cell death,
modulated mainly by the NMDA-type glutamate receptor. This research demonstrates
how aripiprazole, an activator of 5-HT1A and D2 receptors, negatively modulates the
NMDA-R ionic current in hippocampal pyramidal neurons in a rat stroke model.
Furthermore, it is shown that under ischemic conditions, the maximal effect of the
NMDA-R ionic current is reduced, suggesting a physiological adaptative mechanism in

the rat hippocampus.




Introduccion

Hipocampo
Generalidades
En el afio de 1587 el anatomista Arantius, quien fue alumno de Andreas Vesalius,
acufid el término “hipocampus” a una estructura anatémica cerebral en forma de
protrusion ubicada en la parte dorsal y septal del cerebro extendida longitudinalmente
en el piso del cuarto ventriculo en forma de media luna, esto debido a que guarda
similitud morfolégica con el “caballo de mar’” (Ahmed y Mehta, 2009; Schultz y
Engelhardt, 2014). No fue hasta 1742, que se continuaron con los estudios anatémicos
del hipocampo, cuando se identifico al “Cornus Ammonis” (cuerno de Ammon,
aludiendo a la representacion de un dios egipcio con la cabeza de un carnero), para
referir a los subcampos del hipocampo, Cuerno de Ammon 1 (CAl), CA2 y CA3
(Schultz y Engelhardt, 2014). Siendo CAl el subcampo de mayor extension,
flanqueado lateralmente por el presubiculo y medialmente por el subcampo CA2, por
su parte CA2 tiene una proyeccion hacia la circunvolucién dentada, recibe aferencias
de la regién supramamilar del hipotalamo y se encuentra delimitado por CA1 y CA3.
En paralelo, CA3 se sitla en direccion al hilio de la circunvolucién dentada (Ahmed y
Mehta, 2009).
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Figura 1. Corte histolégico de cerebro de rata donde se muestran el estrato oriens (SO), estrato piramidal (SP),
estrato lucido (SL), estrato radiado (SR), estrado lacunoso-molecular (SLM), y giro dentado. Imagen extraida de
Wheeler et al., 2015.




Teniendo en cuenta los estudios morfologicos precedentes, se describié a la
formacion hipocampal como una estructura ubicada dentro del sistema nervioso
central integrada mediante cuatro regiones diferenciadas morfologica y celularmente,
mismas que se denominan: giro dentado, hipocampo propiamente dicho, complejo
subicular y corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1989; Schultz y Engelhardt, 2014). De
manera semejante, mediante estudios histolégicos se determiné que el hipocampo
presenta una citoarquitectura correspondiente a la arquicorteza, denotando que es una
de las regiones mas antigua dentro del sistema nervioso central. Esta se compone de
una lamina de células piramidales, una lamina molecular y una capa polimorfica
(Schultz y Engelhardt, 2014). Continuando con el analisis histolégico se precisaron los
estratos en los cuales se divide el hipocampo, ubicando al estrado oriens (SO), entre
el alveus (fibras eferentes de neuronas piramidales) y la capa piramidal, caracterizado
por albergar dendritas basales con sus respectivas ramificaciones de las neuronas
piramidales e interneuronas. Por debajo del SO se posiciona el estrato piramidal
(SP), el cual contiene los somas de las neuronas piramidales de CA. De forma
semejante, la region proximal a la fisura del hipocampo se divide en estrato lacido
(SL), estrato radiado (SR) y estrato lacunoso molecular (SLM), mismos que
contienen fibras musgosas (ruta de comunicacion entre giro dentado y CA3), dendritas
apicales de las neuronas piramidales y ramas terminales de dichas dendritas,
respectivamente (Schultz y Engelhardt, 2014; Wheeler et al., 2015).

Por otro lado, es importante sefialar que el principal neurotransmisor aferente al
hipocampo es el glutamato, donde es capaz de unirse tanto a sus receptores
ionotropicos (iIGIuRs) como metabotrépicos (MGIUuRS), no obstante, existen multiples
vias de modulaciéon extrinsecas que llegan al hipocampo (tabla 1), con efectos tanto
excitadores como inhibidores sobre las neuronas de CA (Giap et al., 2000; Benavides-
Piccione et al., 2019; Pohorecki & Domino, 1987). Ademas, es importante sefalar que
la corteza entorrinal (CE) provee el mayor grupo de aferencias al hipocampo (figura 1),
formando de este modo 4 rutas de comunicacién internas, la ruta perforante, la ruta
temporoamonica, la via de fibras musgosas y la via de las colaterales de Shaffer
(Coulter et al., 2011). Para formar la ruta perforante, la capa Il de la corteza entorrinal

emite proyecciones hacia la capa molecular externa y media del giro dentado (GD),
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mientras que la ruta temporoamonica proviene desde la capa Ill de CE y se comunica
directamente con las dendritas distales de CAl en el SLM (Knierim, 2015; Coulter et
al., 2011). Por otro lado, la via de fibras musgosas inicia a partir de las neuronas
granulosas del giro dentado, emitiendo axones hacia las neuronas piramidales de CA3.
Finalmente, la via de las colaterales de Shaffer se forma mediante la sinapsis de
neuronas piramidales de CA3 y las dendritas en SR y el SO de CALl. Llegando la
informacion a CA1 se proyectan axones de retorno hacia la corteza entorrinal capa IV
y V mediante el subiculo (Knierim, 2015; Coulter et al., 2011). No obstante, el
hipocampo también recibe informacion proveniente de: la circunvolucion del cingulo,
el ndcleo septal y el indusium griseum mediante el fornix y el hipocampo contralateral
a través de la comisura hipocampal. En relacion con las eferencias, el hipocampo se
comunica mediante el fornix con las areas: gyrus fasciolaris, indusium griseum, giro
cingulado, y nucleos septales mediante el férnix dorsal, con el giro paraterminal,
nacleos predpticos e hipotalamicos anteriores por el fornix precomisural, con el nicleo
anterior del talamo, nucleos hipotalamicos, cuerpo mamilar mediante las fibras
poscomisurales y con el nucleo habenular mediante la estria medullaris del tadlamo
(Pluta & Pluta, 2021).

Tabla 1. Neuromoduladores hipocampales

Sistemas de Nucleos eferentes Vias de Estrato Efectoen
neuromoduladores y entrada receptor hipocampo
neurotransmisores

Acetilcolina Nucleo septal Fimbria SO de CA3, Excitacion en
medial y nicleo de hilus, fascia CAl.
la banda diagonal. dentada, SP.
Dopamina Avrea ventral Porcidn Parte ventral y ~ Inhibicién en
tegmental y ventral del cuadal de la CAL
sustancia negra subiculum formacidn
hipocampal
Norepinefrina Locus coeruleus Hilus del giro Excitacion

dentado, SLM
en CAly SRen
CA3
Serotonina Nucleo central SR de CA Inhibicién en
superior y ndcleo CAl
del rafe dorsal

Tabla 1. Neuromodulacién hipocampal a través de neuromoduladores como acetilcolina, dopamina, norepinefrina 'y
serotonina. Informacién obtenida de Pohorecki & Domino, 1987




Para finalizar con las generalidades, los estudios de Le&o et al., en 2012
demostraron la existencia de interneuronas inmersas en el SO y SLM, mismas que son
de naturaleza gabaérgica, encargadas de inhibir a las neuronas piramidales desde las
dendritas apicales distales, permitiendo de este modo la regulacion de las aferencias
glutamatérgicas provenientes de la CE hacia CAl. Simultdneamente, este mismo
grupo de interneuronas, inhiben a las células gabaérgicas dentro del SR, las cuales
hacen sinapsis con los colaterales de Shaffer, por lo que permiten la activacion de CA3
al inhibir la inhibicion, facilitando de este modo la transmision de informacion de CA3
a CAl.

Ruta

EC — Subiculo

Figura 2. Estructura de los 4 microcircuitos dentro del hipocampo, la ruta perforante, la via de fibras musgosas, via
de colaterales de Shaffer y ruta temporoamonica. Imagen modificada de Kandel et al., 2021




Funcién

Desde 1950 que comenzaron los estudios acerca de la funcién del hipocampo, se
demostrd su participacion activa en funciones cognitivas tales como la memoria, el
aprendizaje, y la navegacién espacial (Hongo et al., 2015; Aly y Ranganath, 2018). Las
investigaciones acerca de las lesiones en la misma area, lo relacionaron con la
codificacion de la memoria a largo plazo, memoria autobiografica, memoria espacial,
y memoria episodica, no obstante, el almacenamiento de la informacion a largo plazo
le corresponde a regiones extra-hipocampales (Olafsdottir et al., 2018). Paralelamente
se asocid al hipocampo con el procesamiento de percepcion temporal, espacial y
sensorial, asi como el valor de recompensa y la informacién lingtiistica (Kesner, et al.,
2004).

Estudios actuales demuestran que el hipocampo necesita comunicarse con la
corteza sensorial, ejecutiva, emocional y de recompensa para participar en la
adquisicion y consolidacion de nuevas memorias (Olafsdéttir et al., 2018). Ademas, la
comunicacion dentro de los microcircuitos de la formacion hipocampal resulta tener
una participacion importante en el desarrollo de las funciones antes mencionada, dado
gue la manipulaciéon y/o modificacion de la actividad electrofisiolégica provoca una
disrupcion del comportamiento (Olafsdéttir et al., 2018). De forma paralela, el
hipocampo se ha visto implicado en funciones emocionales, regulacion de estrés,
cuyas lesiones son causa de trastornos afectivos (Fanselow & Dong, 2010). Se han
estudiado las diferencias intrinsecas de acuerdo a subdivisiones dentro del hipocampo
abarcando aspectos genéticos, y proyecciones anatémicas que lo hacen distinto en el
eje dorsal-ventral, de este modo se ha relacionado a la region dorsal con las funciones
cognitivas, mientras que la region ventral se asocia a funciones emocionales
(Fanselow & Dong, 2010).

En lo que respecta a la funcién detallada del hipocampo dorsal, la memoria
espacial ha sido ampliamente reconocida, debido al descubrimiento de poblaciones de
neuronas piramidales que se activan solo en ciertas posiciones del &rea experimental,
de forma que existe un correlato neurofisioldgico con la ubicacion en el ambiente

externo, mas aun se mantiene el patron de disparo una vez eliminando los estimulos
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espaciales (Moser & Moser, 1998). Paralelamente, en los estudios realizados en
pacientes o modelos animales en los que se presenta lesion en el hipocampo,
demostraron afectacidén en la navegacion a causa del dafio en los microcircuitos que
codifican para la memoria espacial. Finalmente, las investigaciones en humanos
denotan un aumento de la actividad hipocampal mientras se realizan tareas de
navegacion, demostrando que el hipocampo participa de forma determinante en la
memoria espacial al formar una representacién neuronal del ambiente externo (Moser
& Moser, 1998).

Dada la diferenciacion anatémica y electrofisioldgica del hipocampo dorsal con
el hipocampo ventral, a este Ultimo se le ha asociado también una funcion distinta a la
memoria espacial, participando preferentemente en tareas cognitivas y emocionales.
Las primeras investigaciones donde se extirpa el l6bulo temporal denotaron la
aparicion de trastornos emocionales, de forma similar se sugiri6 que el hipocampo
ventral se encuentra involucrado en la decepcion y frustracion, asi como en
comportamientos ansiosos evaluado en el laberinto elevado en ratones (Hauser et al.,
2020; Fanselow & Dong, 2010). Por otro lado, se ha visto que la disminucién de los
volumenes hipocampales se relaciona fuertemente a enfermedades como trastorno de
estrés postraumatico, trastorno bipolar y depresion, es decir patologias con afectacion
en el componente afectivo, similar a lo ocurrido en lesiones mas extensas en ratones
(Hauser et al., 2020; Fanselow & Dong, 2010). Asi mismo, las lesiones especificas en
hipocampo ventral alteran la respuesta al estrés y el comportamiento emocional.
Aunado a lo anterior, la aplicacién de antagonistas del receptor a glutamato tipo NMDA
infundido en el hipocampo ventral es capaz de bloquear la adquisicion del miedo
contextual, de manera que el desarrollo de funciones emocionales dentro del
hipocampo parece depender de la transmision glutamatérgica dentro del mismo (Giap
et al., 2000; Benavides-Piccione et al., 2019; Fanselow & Dong, 2010). Dados los
estudios anatomicos del hipocampo ventral, se han dilucidado proyecciones
comunicantes con el bulbo olfatorio, nucleos amigdalinos, corteza infralimbica,
prelimbica, insular e hipotalamo, regiones que tiene participacion fundamental en

procesos emocionales, asi como la adquisicion de memorias contextuales, dando de
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este modo un sustento anatomico y diferencial de la funcién con respecto al hipocampo
dorsal (Hauser et al., 2020; Liang et al., 2020; Fanselow & Dong, 2010).

En relacion con los microcircuitos y la funcion hipocampal. La comunicacion del
giro dentado con CA3 mediante las fibras musgosas, resulta esencial en el aprendizaje
y separaciéon de patrones (definido como la diferenciacion de memorias y separacion
de experiencias similares en recuerdos distintos). Esto se debe a la dispersion de
informacion dentro de las redes neuronales en el sistema de fibras musgosas,
disminuyendo la probabilidad de que dos neuronas en CA3 reciban informacion de un
mismo subconjunto de neuronas provenientes del GD (Coulter et al., 2011; Kesner et
al., 2004). Debido al sistema de fibras musgosas, GD permite influenciar de forma
importante la actividad electrofisiolégica de CA3, ademas esta ruta de comunicacion
se ha relacionado con la codificacion de la informacién, mientras que la ruta perforante,
donde la CE emite proyecciones directamente a CA3, se asocia preferentemente con
la recuperacion de recuerdos. Se ha demostrado también, que una lesion en GD
impide una correcta ejecucion del patrén de separacion (Munster-Wandowski et al.,
2013), ocasionando déficits en tareas espaciales, asi mismo se evidencian déficits
similares a las lesiones completas de hipocampo, debido a que es una de las
principales vias aferentes de informacién (Beer et al., 2018; Kesner et al., 2004).

En cuanto al subcampo CA3, este se caracteriza por participar en la obtencion
de nueva informacion, funcidon conferida por su alta capacidad de plastica entre
neuronas, dependiente de NMDA (Beer et al., 2018; Kesner et al., 2004), no obstante,
se activa ante estimulos ambientales como lo son las modificaciones espaciales con
el objetivo de incorporar lo novedoso a una representacion preformada o generar una
nueva si los cambios son significativos (Okada et al., 2017; Kesner et al., 2004).
Ademas, CA3 parece ser responsable de la formacion y almacenamiento de
asociaciones arbitrarias de estimulos sensoriales, es decir integra la informacién
sensorial proveniente de distintas regiones corticales permitiendo al organismo
recordar tanto localizacion, como caracteristicas del objeto, textura, color, etc. (Kesner
et al.,, 2004). En las investigaciones de Miller et al., 2020 se demuestra que tras la

afectacion especifica en humanos de CA3 se pierden detalles episddicos a corto plazo,

12




denotando su activacion fisiolégica del subcampo CA3 en la recuperacion y

almacenamiento de recuerdos episodicos recientes.

Para finalizar la descripcion de las funciones hipocampales, se descubrieron
células dentro de CA1l que se activan en respuesta a una ubicacién especifica del
ambiente, de forma similar, las investigaciones demostraron la existencia de
poblaciones neuronales que “disparan” en respuesta a texturas, olores, colores,
formas, paso del tiempo y estados motivacionales, lo cual es concordante con la
diferenciacion entre poblaciones de células profundas/superficiales y diferenciacion del
eje dorsal/ventral (Whitlock y Derdikman, 2012; Igarashi et al., 2014).

Estudios electrofisiolégicos y genéticos evaluaron la diferencia entre las
neuronas de CA1 proximal (adyacente a CA3) y CAl distal (adyacente al subiculo),
encontrando que CA1 proximal juega un papel crucial en la distincion de ambientes
espaciales y su almacenamiento, por el contrario, CA1 distal parece tener un rol crucial
en la distincién de propiedades discretas de objetos (Beer et al., 2018; Igarashi et al.,
2014). Analogamente, existen diferencias, dentro de CA1, en la ubicacién de neuronas
que responden a olores especificos. Se encontré la existencia de células que
desarrollan cierta selectividad de disparo por un olor especifico asociado a una
ubicacion, no obstante, no se encontraron neuronas con una activacion similar en CAl
proximal (Whitlock y Derdikman, 2012; Moser et al., 2015; Igarashi et al.,, 2014).
Finalmente, los estudios en humanos donde se presenta una lesion especifica en CAl
se asocian a la aparicion de amnesia global transitoria contrario a la lesion en CA3

donde se pierden los recuerdos episodicos a corto plazo (Miller et al., 2020).
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Cornus Ammonis 1

CA1 es un subcampo del hipocampo descrito inicialmente por Lorente de NO. El
alumno de Santiago Ramon y Cajal diferencio tres subregiones que denominé CA1,
CA2 y CA3 de acuerdo al tamafio neuronal y la presencia o ausencia de fibras
musgosas, siendo CALl la region de menor tamafio celular y con ausencia de fibras
musgosas, CA3 contenia, por su parte, neuronas piramidales de mayor tamafo y
presencia de fibras musgosas, mientras que CA2 también contenia células similares a
CA3 en ausencia de fibras musgosas (Schultz y Engelhardt, 2014; Ahmed y Mehta,
2009; Dong et al., 2009). Un estudio realizado en ratones demuestra que CA1 se ubica
transversalmente entre 2.7 y 2.9 mm caudal a bregma (Dong et al., 2009). De acuerdo
a marcadores de expresion genética CA1 se dividié en tres dominios a lo largo del eje
longitudinal, CA1 dorsal (CA1-d), CAl intermedio (CA1-i) y CAl ventral (CA1-v).

Paralelamente se dividié al estrado piramidal dentro de CA1 en una subcapa
superficial y una profunda, caracterizadas por una capa densamente empaquetada y
una capa fina con menor cantidad de neuronas piramidales, respectivamente, no
obstante, algunos autores consideran que esta diferenciacion solo esta presente en
humanos (Schultz y Engelhardt, 2014; Dong et al., 2009). Ademas, existe una
diferencia electrofisiol6gica dentro de la poblacion de neuronas piramidales en CAl a
lo largo del eje dorsoventral. De acuerdo a estudios de epilepsia se demostré que el
hipocampo ventral tiene propiedades epileptogénicos mas fuertes que el area dorsal,
es decir el hipocampo ventral es mas susceptible a iniciar una convulsién que el
hipocampo dorsal, de modo que se investigaron las propiedades electrofisiol6gicas de
ambas zonas, encontrando que el potencial de membrana en reposo en CA1 ventral,
se encuentra relativamente despolarizado con respecto al potencial de membrana en
reposo en CA1 dorsal, -65 mV y -75 mV, respectivamente (Soltesz & Losonczy, 2018;
Dong et al., 2009). Asi mismo, se encontré que las neuronas de CALl ventral tenian
una resistencia de entrada mayor con respecto de las del hipocampo dorsal, esto
probablemente debido a las diferencias morfologicas de las células, 89.4 + 3.9 MQ y
43.0 £ 2.1 MQ, respectivamente (Soltesz & Losonczy, 2018; Dong et al., 2009).
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En otro estudio donde se determinaron y se compararon las caracteristicas de
las neuronas piramidales de CAl, se demuestra que el potencial de membrana en
reposo se encuentra en -61.70 = 1.3 mV y una resistencia de entrada de 49.4 + 3.6
MQ, de forma que la variacion entre valores del potencial de membrana en reposo se
puede deber a las concentraciones idnicas de las soluciones utilizadas (Altemus et al.,
2005; Baraban & Schwartzkroin, 1995). Similarmente el valor del potencial de
membrana en reposo reportado en hipocampome.org es de -62.4 mV y la resistencia
de entrada 65 MQ en ratas donde se considera una “n” mayor. Por esta razén el
presente trabajo utilizo el valor de -60mV como potencial de mantenimiento en la parte

experimental para el registro de las neuronas hipocampales de CAl dorsal.

Por otra parte, dentro de CAl se han identificado 3 tipos de neuronas
excitadoras glutamatérgicas, células piramidales, células Cajal-Retzius, y células
Radiatum Giant, contrario a los tipos neuronales inhibitorios pues se conocen hasta el
momento 38 diferentes tipos celulares dentro de CAl clasificados de acuerdo a
marcadores moleculares (Wheeler et al., 2015). Es importante sefialar que los somas
de las neuronas excitadoras tanto piramidales como las células Radiatum Giant se
encuentran en el SP, mientras que los somas de las neuronas Cajal-Retzius se ubican
en el SLM (Wheeler et al.,, 2015). Con el objetivo de homogenizar y disminuir la
variabilidad de los tipos celulares encontrados en hipocampo, en el presente trabajo
se registraron neuronas piramidales caracterizadas por poseer una dendrita apical
grande y dendritas basales de menor tamafo, con una capacitancia promedio de 13.6
+ 1.2 pF (Alshuaib et al., 2001).

A pesar de que existe mayor variabilidad en las neuronas inhibitorias
(gabaérgicas) dentro del hipocampo, se reconoce que el principal neurotransmisor es
el glutamato, el cual permite la comunicacién entre los microcircuitos tanto ipsilaterales
como contralaterales (Wheeler et al.,, 2015). Dada la existencia de una ruta de
comunicacién entre el hipocampo del hemisferio derecho con el hipocampo del
hemisferio izquierdo mediante la comisura hipocampal (Voneida et al., 1981), se han
propuesto mecanismos de regulaciéon y transmision de informacién contralateral, asi

como modificaciones en la neurotransmision ante patologias como epilepsia del I6bulo
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temporal, o enfermedades neurodegenerativas. Una de las principales rutas de
comunicacién inductoras de neuroplasticidad funcional (potenciacién a largo plazo), es
la via de colaterales de Shaffer, tanto ipsilateral como contralateral (proveniente de las
proyecciones comisurales de CA3 a CAl). En el estudio de Wheal en 1983 se
demostré que ambas proyecciones son capaces de inducir potenciacion a largo plazo
de forma independiente, es decir se puede interrumpir la comunicacion ipsilateral o
contralateral de CA3 con CA1l y esta ultima mantiene intacta la capacidad de activar
procesos de neuroplasticidad, en un modelo de administracion de kainato en CA3 en
ratas (Wheal et al., 1983). No obstante, 3 dias posteriores a la lesidn inicia la muerte
neuronal en CA1l contralateral (Magloczky & Freund, 1995). De forma similar se
demostrd que la potenciacion a largo plazo contralateral no se modifica en un modelo

de accidente cerebrovascular en rata (Sopala et al., 2000).

Aunado al estudio anterior, se evidencié que tanto el hipocampo del hemisferio
izquierdo como derecho, poseen la misma capacidad para activar la potenciacion a
largo plazo, es decir no existe evidencia de lateralizacion inter-hemisferica (Martin et
al., 2019). Finalmente, se evidencié con respecto a la comisura hipocampal que
participa en la formacion de la memoria a corto plazo, dado que al seccionar este haz
de fibras conduce a perdida de la memoria reciente sin alteracion de la memoria a

largo plazo (Sakaguchi & Sakurai, 2021).

Para finalizar con la descripcién del subcampo CA1, en el trabajo de Diehm et
al., 2003 se demuestran modificaciones en las propiedades electrofisiolégicas en los
canales de calcio de los subcampos de CA1 y CA3 posterior a un infarto cerebral.
Existe una reduccion del potencial de activacion medio maximo para las corrientes de
calcio dependientes de voltaje en el grupo lesionado versus el grupo control, mientras
gue en CA3 se observa una despolarizacion del potencial de activacion medio maximo

en el grupo lesionado versus el grupo control.
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Neurotransmision glutamatérgica

Glutamato

La transmision de informacién dentro del sistema nervioso se lleva a cabo por
mensajeros conocidos como neurotransmisores. Actualmente se reconoce que el
principal neurotransmisor activador e inhibidor es el glutamato y el GABA (gamma-
amino-acido-butirico), respectivamente. El glutamato participa en funciones como
transmision sinaptica, excitabilidad, plasticidad, potenciacion a largo plazo (LTP),
depresion a largo plazo (LTD), y en procesos patolégicos como excitotoxicidad
(Moretto et al., 2018, Zhou y Danbolt, 2014). De acuerdo a diversos estudios se
determind que los efectos del mensajero, dependen de la programacion de las células
para responder a la molécula, de manera que se necesitan de receptores

membranales que transmitan la sefial hacia el interior celular (Zhou y Danbolt, 2014).

El glutamato es sintetizado en el medio intracelular por la enzima glutamato
deshidrogenasa, a partir del alfa-cetoglutarato y degradado en glutamina mediante la
glutamina sintetasa (Munster-Wandowski et al., 2013; Hynd et al., 2004). Una vez
sintetizado, el glutamato se almacena en vesiculas mediante los transportadores
VGLUT (transportador de glutamato vesicular), posteriormente se puede liberar a la
hendidura sinaptica mediante el proceso de exocitosis (Munster-Wandowski et al.,
2013; Hynd et al., 2004). De acuerdo al estudio de Munster-Wandowski et al., 2013 se
demostré que la concentracion vesicular de glutamato es aproximadamente 100
mmol/L, por su parte la concentracion extracelular in vivo en reposo ronda 0.6 puM, no
obstante, durante la transmision sinaptica asciende a mas de 10 uM en la regién
extracelular. Una vez liberado el neurotransmisor a la hendidura sinaptica, se une a
sus receptores postsindpticos, estos pueden ser de tipo ionotrépicos (iGIUR) o
metabotropicos (MGIuR), permitiendo la apertura de canales idnicos o activando rutas
de sefalizacion intracelular, respectivamente (Lussier et al.,, 2015). Finalmente,
terminada la accion del glutamato, se elimina de la hendidura mediante los
transportadores de aminoacidos excitadores 4 y 5 (EAAT4 y EAATS) presentes en la
neurona presinaptica y en células gliales, o por medio de inactivacion enzimatica
(Munster-Wandowski et al., 2013).
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Figura 3. Sinapsis glutamatérgica. Sintesis, liberacién, unién a sus receptores postsinapticos, y recaptura de
glutamato. Imagen modificada de Hynd et al., 2004; Salinska et al., 2005

En relacion a los iGIluR, se reconocen tres clases diferenciales entre si de
acuerdo a sus caracteristicas estructurales y farmacoldgicas, estos son los receptores
a glutamato tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA-R), N-metil-D-
aspartato (NMDA-R), y kainato (kainato-R). De forma similar, se reconocen ocho tipos
MGIuR (mGIuR1-8), subdivididos en tres grupos de acuerdo a los mecanismos de
transduccion de sefiales, sensibilidad farmacoldgica y secuencia de aminoacidos
(Hynd et al., 2004; Salinska et al., 2005). El grupo | se conforma por los receptores
MGIuR1 y mGIuRS5, estos caracterizan por su acople a la hidrolisis de fosfoinositido
mediado por fosfolipasa C; el grupo Il que agrupa a los receptores mGIuR2 y mGIuR3
junto con el grupo 11l conformado por los receptores mGIuR 4, 6, 7 y 8, son receptores
acoplados a proteinas Gi, es decir inhiben la accion de la proteina membranal
adenilato ciclasa o se encuentran vinculados a canales iénicos (Hynd et al., 2004;
Salinska et al., 2005).
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Retomando la participacion del glutamato en funciones fisiolégicas tanto
corticales como subcorticales, se ha postulado que funge como un factor activo en el
desarrollo de la LTP y LTD evocada principalmente dentro del hipocampo, permitiendo
de este modo que el hipocampo sea una region fuertemente asociada a la memoria 'y
el aprendizaje (Munster-Wandowski et al., 2013). No obstante, el efecto de la liberacion
del glutamato, debe ser regulado para la correcta neurotransmision, ya que la
liberacion continua de este mensajero o la inhibicion de su recaptura conduciria a un
aumento de 350 la concentracion extracelular fisioldgica, es decir aproximadamente
3500 uM en la hendidura sinaptica, provocando una hiperexcitabilidad celular llevando

a su vez al dafno en el tejido nervioso (Zhou y Danbolt, 2014).

Teniendo en cuenta la accion dual del glutamato, se ha observado que las
lesiones cerebrales inician de forma tardia la hiperexcitabilidad, involucrando signos y
sintomas como epilepsia postraumatica, sindrome de dolor central y espasticidad (Cai
et al., 2007). Ademas, dentro de los accidentes cerebrovasculares, se presenta en la
zona de penumbra dafio neuronal a causa de la excitotoxicidad, definida como el
proceso en el que se desencadena muerte neuronal por la accién téxica de los
aminoacidos excitadores. Donde el glutamato encabeza la lista de los mensajeros
activadores (Dong et al., 2009; Wang y Reddy, 2017).

Para puntualizar los mecanismos de afectacion del glutamato, se han
reconocido en la actualidad dos importantes, el primero consiste en un efecto osmaotico
tras la activacion continua del receptor AMPA-R, generando un flujo excesivo de
cationes que posteriormente acarrean agua, llevando a estrés hiperosmatico en la
célula y a la muerte neuronal (Portera-Cailliau et al., 1997). El segundo mecanismo
queda a cargo de los receptores NMDA-R. La continua activacion de NMDA-R conduce
al aumento de la concentracion de calcio intracelular, activando rutas de sefializacion
como la activacion de caspasas, despolarizacion de la membrana mitocondrial,
produccion de radicales libres, y produccion de especies reactivas de
oxigeno/nitrogeno, eventualmente la activacion de dichas cascadas intracelulares
conduciria a la muerte celular programada (apoptosis) o a la necrosis (Portera-Cailliau

et al.,, 1997). De manera que el estudio electrofisiolégico de los NMDA-R resulta

19




fundamental en la busqueda de alternativas que disminuyan el dafio neuronal debido
a la excitotoxicidad en los accidentes cerebrovasculares y en enfermedades
neurodegenerativas donde también hay evidencia de activacion de apoptosis por la
hiperexcitabilidad (Dong et al., 2009; Wang y Reddy, 2017).

Receptores a glutamato tipo NMDA

Los receptores ionotrépicos son protetinas ancladas a la membrana integradas como
complejos tetraméricos de poco mas de 900 aminoacidos. Estos receptores se
caracterizan por formar un poro central que permite el paso diferencial de iones al
medio intracelular o extracelular (Traynelis et al., 2010). Los NMDA-R permiten el flujo
intracelular de Ca?* preferencialmente y en menor medida de Na* y K*, contrario a los
AMPA-R y Kainato-R, ya que estos permiten el paso preferencial de Na* y K* (Greger
y Mayer, 2019).

Dada la similitud en la secuencia de aminoacidos en las tres clases de
receptores, se sugiere que comparten una arquitectura similar, a pesar de tener
caracteristicas electrofisiol6gicas distintas, tales como la probabilidad maxima de
apertura, tasa de activacion y desensibilizacion (Mayer, 2017). Para todos los iGIuR se
han identificado cuatro dominios: el amino terminal extracelular con 380 residuos
(ATD), dominio de unién a ligando extracelular con 250 residuos (LBD), dominio
transmembranal (TMD), y el domino carboxilo terminal intracelular (CTD). De forma
paralela se reconocié que el poro central se encuentra formado por tres a-hélices
transmembrana (M1, M2 y M3), con M2 de menor longitud (Traynelis et al., 2010). A
pesar de la similitud en la secuencia de los iGIuR, se han reconocido subunidades
formadores de los canales distintas para cada receptor. NMDA-R se puede formar
mediante las subunidades GIuN1, GIuUN2A-GIuN2D, GIuN3A y GIuN3B. Para el caso
de AMPA-R se puede formar mediante GluA1-GluA4 y para Kainato-R se encuentran
las subunidades GIuK1-GIuK5 (Traynelis et al., 2010; Mayer, 2017).

Es importante resaltar que solo el NMDA-R posee dependencia de voltaje y de
co-activador para la completa apertura del canal. Hasta el momento, se reconocen
como posibles coactivadores a la glicina y a la D-serina. Ademas existe la propuesta

de que acetilcolina pueda funcionar como coactivador endégeno de NMDA-R (Flores-
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Hernandez et al., 2009; Islas et al., 2022). De manera particular los NMDA-R
funcionales requieren el acople de dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIuN2
(conformacion tipica), no obstante se puede intercambina una subunidad GIuN2 con
una subunidad GIuN3. Ademas GIuN1 y GIuN3 proporcionan el sitio de union a glicina
y GIuN2 para el glutamato (Traynelis et al., 2010). Con respecto a la dependencia de
voltaje, GIUN1 y GIuN2 en conjunto forman un sitio de unién de magnesio el cual
bloquea el canal a menos que la membrana se encuentre despolarizada, es decir

existe un bloqueo voltaje dependienct:e (Kohr, 2006).
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Figura 4. Estructura general de los receptores inotrépicos a glutamato donde se muestra el dominio amino
terminal ATD, el dominio de union a ligandos extracelulares LBD, el dominio transmembrana TMD y los
residuos de unién entre dominios. Imagen extraida de Mayer, 2017.

Teniendo las cuatro subunidades acopladas, se puede considerar que NMDA-
R en la membrana se encuentra en estado funcional, sin embargo, su expresion en la
bicapa sufre regulaciones postraduccionales, lo cual se ha sugerido es crucial para el
desarrollo del sistema nervioso, la memoria y el aprendizaje, de forma anéloga, las
regulaciones postraduccionales participan también en procesos patolégicos como la
excitotoxicidad. En particular la fosforilacién es el principal mecanismo que regula la

actividad y expresion en membrana de NMDA-R (Greger y Mayer, 2019; Wang et al.,
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2003). Por ejemplo, la proteina serina-treonina cinasa (Cdk5), activada previamente
por su asociacion con p35 o p25, puede fosforilar a GIUN2A en la serina 1232
(Ser1232) en neuronas piramidales de CA1, aumentando la amplitud del pico de la
corriente i6nica en un modelo de isquemia cerebral transitoria en rata, como
consecuencia se evoca la muerte neuronal (Wang et al., 2003). En contraste Lussier
et al., 2015 demostraron que Cdk5 también puede fosforilar a GIuUN2B en Serl116,
dado el acople del fosfato disminuye la expresion de NMDA-R de formar dependiente
de la actividad.

Por otro lado, la fosforilacion de GIUN2B mediante la cinasa Fyn/Src en la Tyr-
1472 impide el acople de la proteina AP-2, un mecanismo que permite la
internalizacion de la subunidad, de forma que aumenta la expresion membranal de
NMDA-R al interrumpir los mecanismos de endocitosis, en cambio la fosforilaciéon en
Ser-1480 por la caseina cinasa-2 (CK2), promueve la disminucién de la fosforilacion
en Tyr-1472, de forma que se promueve la internalizacién de NMDA-R (Lussier et al.,
2015). Por ultimo, es conveniente sefialar que la fosforilacion mediante CaMKII/PKC
en la Ser-1303 promueve el acople de GIuN2B con CK2, facilitando la fosforilacion en
Ser-1480, y a su vez promoviendo la internalizacion de NMDA-R (Lussier et al., 2015).
Para finalizar con la descripcion de NMDA-R, la fosforilacion dependiente de PKC (en
sitio de Ser-896) y PKA (Ser-897) en la subunidad GIuN1 moviliza al receptor desde el
reticulo endoplasmico a la membrana plasméatica. Regulando de esta manera el trafico
y la expresion en la membrana de las subunidades del NMDA-R, mecanismo que se
puede alterar ante patologias como los accidentes cerebrovasculares en la zona de

penumbra, produciendo excitotoxicidad y muerte neuronal (Lussier et al., 2015).
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Modulacion del hipocampo

Neuromodulacion

El efecto de los neuromoduladores en la actividad electrofisiologica de las neuronas
hipocampales juega un papel clave en la eficiencia con la que se evoca la
neurotransmision, misma que puede manifestarse como potenciacion a largo plazo
(LTP) o depresion a largo plazo (LTD), y formar las bases para el aprendizaje y la
memoria (Sil'kis, 2003). En la literatura se ha sugerido un mecanismo postsinaptico
unificado que predice como se ve afectada la neurotransmision debido a la activacion
de receptores a neuromoduladores como serotonina, acetilcolina, dopamina,
noradrenalina, entre otros, en distintos tipos celulares. De acuerdo a esto, la activacion
de receptores acoplados a proteinas Gip facilitan la LTD de las entradas excitatorias,
en paralelo se facilita la LTP de las entradas inhibitorias. No obstante, la activacion de
receptores acoplados a proteinas Gs 0 Gg11 facilitan la LTP en entradas excitatorias y
LTD en entradas inhibitorias (Sil'kis, 2003).

De acuerdo a diversos estudios se han demostrado los multiples efectos que
tienen los neuromoduladores en distintos tipos de neuronas diana dentro de los
microcircuitos hipocampales, brevemente se discutirdn los efectos globales de

neuromoduladores como, acetilcolina, dopamina, noradrenalina y serotonina.
Efecto de la acetilcolina

La acetilcolina en el hipocampo participa en la ejecuciéon del aprendizaje y la
memoria, dado que el bloqueo de receptores colinérgicos con antagonistas resulta en
déficits de memoria. Las fibras colinérgicas se proyectan hacia el hipocampo desde el
nacleo septal medial y la parte tanto ventral como horizontal del ndcleo de la banda
diagonal. Ingresan al hipocampo a través de la fimbria y se dirigen al SO de CA3, el
giro dentado y el SP (Pohorecki & Domino, 1987; Palacios-Filardo & Mellor, 2019). La
acetilcolina se puede unir a distintos tipos de receptores, en general se dividen en
ionotropicos o nicotinicos y metabotrépicos o muscarinicos (M; tabla 2). Actuando a
través de NMDA-R pueden facilitar LTP o LTD. En general se reconoce que los efectos
postsinapticos globales de las proyecciones colinérgicas son excitatorios, ya que tras

la estimulacion del septum medial aumenta el nimero de potenciales de accion en el
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SP, no obstante, también se encuentra presenta un componente colinérgico inhibidor
a cargo de la accion de la acetilcolina sobre las dendritas de las neuronas piramidales
(Pohorecki & Domino, 1987).

Ejemplificando la accion colinérgica, la activacion del receptor M1 aumenta la
actividad de NMDA-R por segundos mensajeros como IP3 e inhibe a canales de
potasio voltaje dependientes. Ademas, la acetilcolina es capaz de aumentar la
actividad del receptor a glutamato mediante la accién directa de los receptores
nicotinicos y NMDA-R (Sil'kis, 2003). Se debe agregar que la funcién asociada a los
receptores M2 y M3 es facilitar la LTP en células granulares del giro dentado, no
obstante, la muscarina también provoca LTD, debido a un mecanismo de
desinhibicion, donde la acetilcolina aumenta la amplitud de los potenciales
postsinapticos inhibitorios en las interneuronas, facilitando la activacion de las

neuronas piramidales (Sil'kis, 2003).

Tabla 2. Efectos celulares de los neuromoduladores hipocampales

Neuromodulador Nombre de Tipo de proteina G Efecto en
receptor o canal neuronas

excitadoras

Acetilcolina M1, M3 Gyt |LTPy1LTD
M2, M4 Gin 1 LTPy | LTD

Nicotinicos Canal cationico
Dopamina D1, D5 Gs | LTPy1LTD
D2, D4 Gio tLTPy | LTD
Noradrenalina af Gy |LTPy1LTD
a2 Gio 1 LTPy | LTD
B Gs lLTPy tLTD
Serotonina 5-HT1 Gino tLTPy | LTD
5-HT2 Ga11 lLTPy1LTD
5-HT4,6,7 Gs |LTPy 1 LTD
5-HT3 Canal cationico |LTPy1LTD

Tabla 2. Efectos celulares tras la activacion de receptores a neurotransmisores como acetilcolina, dopamina,
noradrenalina y serotonina. Informacién extraida de Sil'kis, 2003
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Efecto de la noradrenalina

El hipocampo recibe proyecciones noradrenérgicas provenientes del locus
coeruleus. Llegan directamente al hilus del giro dentado, al SLM de CAl y al SR de
CA3 (Pohorecki & Domino, 1987). La noradrenalina participa activamente en la
memoria, ya que el bloqueo o destruccién de estas fibras causa deterioro de la
memoria (Palacios-Filardo & Mellor, 2019). Los efectos celulares de este
neurotransmisor se producen tras la activacion de los distintos receptores, por ejemplo,
la activacion del receptor B facilita la induccion de LTP en la ruta perforante medial, y
en CALl contrario a la generacion de LTD en la ruta perforante lateral, debido a la
activacion de interneuronas y el desarrollo de un mecanismo similar de desinhibicion
(Sil'kis, 2003). Similar a lo que ocurre por la neurotransmision colinérgica, la
noradrenalina aumenta la actividad de los NMDA-R por fosforilacién directa mediada

por la protein-cinasa A (PKA; Palacios-Filardo & Mellor, 2019).

Por otra parte, se ha determinado el efecto neuroprotector de la clonidina
(agonista de receptores a2) en un modelo de accidente cerebrovascular en rata, tanto
en hipocampo como en corteza y estriado, debido a sus acciones en el sistema
nervioso simpatico y a la reduccion de la liberacion de glutamato (Jellish et al., 2005).
No obstante, el receptor noradrenérgico a2 expresado en hipocampo se encuentra
acoplado a una proteina G o de manera que puede estar modulando la actividad

directa en NMDA-R, disminuyendo de este modo el dafio neuronal.

Dopamina y su modulacion en hipocampo

Las catecolaminas dentro del sistema nervioso central, son moléculas que actian
como neuromoduladores en las neuronas. Comparten cuatro caracteristicas
diferenciales, son moléculas pequefias cargadas, no cruzan la barrera
hematoencefalica, se sintetizan por medio de rutas bioquimicas cortas a partir de
aminoacidos (tirosina) y su sintesis se encuentra limitada por una reaccion enzimatica
(Castillo Diaz et al., 2021; Klein et al., 2018). Se reconocen tres catecolaminas
distintas, la norepinefrina, epinefrina y la dopamina. Esta Ultima participa en la

regulacion de motoneuronas, en la memoria espacial, en la motivacién, placer y
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recompensa, comportamiento sexual, lactancia, y en el despertar (Speranza et al.,
2021; Klein et al., 2018; Castillo Diaz et al., 2021).

La sintesis de dopamina inicia a partir de la hidroxilacién de la tirosina por la
tirosina hidroxilasa (enzima limitante de su sintesis), convirtiéndola en levodopa (L-
DOPA). Posteriormente la L-DOPA se convierte a dopamina por la L-aminoacido
aromatico descarboxilasa (DOPA descarboxilasa). Una vez sintetizada la dopamina se
almacena en vesiculas sinapticas por el transportador de monoamina vesicular 2
(VMATZ2; Klein et al., 2018; Speranza et al., 2021). Una vez la dopamina almacenada,
se libera por dos mecanismos distintos, la transmision fasica y la ténica. La primera se
lleva a cabo llegado un potencial de accién y liberando el contenido vesicular por
exocitosis, aumentando la concentracion cerca de la terminal presinaptica (1.6mM), de
forma rapida y transitoria. La transmision tonica, se lleva a cabo independientemente
de la llegada de un potencial de accién, genera aumentos en la concentracion
extracelular lentos (en rango nanomolar) y no restringidos a la terminal presinaptica
(Klein et al., 2018).

Liberada la dopamina al espacio extracelular, se une a sus receptores en la
neurona postsinaptica o a los autoreceptores en la neurona presinaptica. Los
receptores a dopamina son receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Se clasifican
en dos familias, la familia D1 que agrupa a los receptores D1 y Ds y la familia D2 agrupa
a los subtipos D2, D3 y Da. En general el efecto de la activacion de la familia D1 es el
aumento de la concentracion de AMPc intracelular tras la activacion de la adenilato
ciclasa, mientras que la familia D2 tiene el efecto opuesto (Klein et al., 2018; Castillo
Diaz et al., 2021). Por otro lado, la familia D1 se expresa ampliamente en el estriado,
ndcleo accumbens, amigdala, sustancia negra parte reticulada, bulbo olfatorio y
corteza frontal (se ubican generalmente en la neurona postsinaptica). Mientras que la
familia D2 se expresan principalmente en el estriado, globo palido, area ventral
tegmental, hipotalamo, amigdala, glandula pituitaria y el hipocampo, ubicados en la
parte pre y postsinaptica (Klein et al., 2018; Speranza et al., 2021). Otro aspecto
importante a sefialar es que la familia D2 tiene de 10 a 100 veces mayor afinidad por

la dopamina que la familia D1. La accion de la dopamina finaliza con su recaptura por

26




el transportador dopaminérgico (DAT) en la neurona presinaptica o se metaboliza en
3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL) por la monoaminooxidasa B (MAO-B), para
luego convertirse en &cido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH). Posteriormente DOPAC se puede degradar a acido
homovanilico (HVA) por la catecol-O-metiltransferasa o puede convertir la dopamina

directamente a 3-metoxitirosina (Klein et al., 2018).

En relacion a las fibras dopaminérgicas estas se proyectan a distintas regiones
corticales y subcorticales por medio proyecciones axénicas, una de las zonas en las
gue modula la actividad neuronal es el hipocampo, de esta forma se ve implicada en
la memoria espacial (Speranza et al., 2021). Asi mismo, las fibras dopaminérgicas
ingresan al hipocampo provenientes del area ventral tegmental y de la sustancia negra,
entra predominantemente a través del subiculum y en menor proporcion por el hilus
del giro dentado, de forma similar, se han identificado fibras dopaminérgicas en el SO
de CAL1 del hipocampo ventral (Pohorecki & Domino, 1987). En términos generales la
dopamina provoca hiperpolarizacién neuronal, lo cual se determino con precision sobre
las neuronas piramidales de CAl. Ademas, es capaz de reducir la liberacién de la
acetilcolina, sin embargo, el bloqued de la transmision dopaminérgica no aumenta la

liberacion de la acetilcolina (Pohorecki & Domino, 1987).

Por otro lado, la activacion de los receptores D1 activa el mecanismo de
desinhibicion y modula la actividad de NMDA-R, facilitando de este modo laLTP y LTD
(Sil'kis, 2003). En este sentido se reconoce que la activacion de los receptores D1 junto
con NMDA-R ejerce un efecto modulador en forma de potenciacion, mientras que la
activacion de los receptores D2 con NMDA-R tiene un efecto opuesto probablemente
debido a la accion de segundos mensajeros y modificaciones postraduccionales de
NMDA-R, este ultimo mecanismo resulta ser un mecanismo de proteccion contra la
sobrecarga de calcio mediada por los receptores D1, de forma que puede tener un
efecto benéfico en patologias que produzcan un ambiente excitotéxico como los ACV
(Cepeda & Levine, 1998; Speranza et al., 2021).
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Serotonina y su modulacion en hipocampo

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina es una molécula descrita desde hace 60
afos, presente tanto en el sistema nervioso central (5% del total de 5-HT en el
humano), como en el sistema nervioso periférico (95%; Berger et al., 2009). Desde
hace dos décadas su funcién se ha dilucidado en mayor medida. Actualmente se
reconoce que participa en la funcién del sistema endocrino, cardiovascular, pulmonar,
gastrointestinal y en el sistema nervioso. En este ultimo, regula la mayor parte de los
procesos de comportamiento en el humano. Su accion queda a cargo de los 15
receptores clonados hasta la fecha actual (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e y 5-HT1F;
5-HT2a, 5-HT2g y 5-HT2c; 5-HT3; 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTsg; 5-HTs y 5-HT7), agrupados a
su vez en siete familias (5-HT1-5-HT7; tabla 2) de los cuales todos son receptores
acoplados de proteinas G excepto el receptor 5-HTs (Berger et al., 2009; Berumen et
al., 2012).

Poco menos de un millén de neuronas en sistema nervioso central producen
serotonina; molécula que se sintetiza a partir del triptéfano, el cual cruza la barrera
hematoencefalica y se hidroxila en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) mediante la enzima
triptéfano hidroxilasa tipo 2 (TPH2) dentro del sistema nervioso central, posteriormente
se descarboxila para producir la 5-HT principalmente en el nlcleo central superior y el
nacleo del rafe dorsal, mediante la enzima acido aromatico descarboxilasa (AADC;
Berger et al., 2009; Berumen et al., 2012).

Una vez sintetizada la molécula se almacena en vesiculas por el transportador
monoamina vesicular isoforma 2 (VMAT2). Con el estimulo adecuado, se libera hacia
la hendidura sinaptica y actla en sus receptores tanto postsindpticos como
presinapticos, en el soma cominmente se encuentra 5-HT1a 0 en el axén terminal 5-
HTisy 5-HT1ip, (Berumen et al., 2012; Pourhamzeh et al., 2021). Finalizada su accion
se metaboliza en acido 5-hidroxiindolacetico (5-HIAA) por las enzimas monoamino
oxidasa-A (MAO-A) y el aldehido deshidrogenasa. Se debe agregar que la sintesis de
la 5-HT es regulable, mediante la enzima degradadora de tript6fano (indolamina 2,3-
dioxigenasa), y por el cofactor de la enzima triptéfano hidroxilasa (tetrahidrobiopterin)
(Pourhamzeh et al., 2021).
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Por otro lado, desde los nucleos liberadores de serotonina emergen
proyecciones hacia mesencéfalo, corteza cerebral, y principalmente hacia regiones
limbicas (Berger et al., 2009). El hipocampo ventral recibe aferencias del nucleo del
rafe caudal dorsal, mientras que el ndcleo del rafe mediano, inerva el SLM de CAly
CA3 (Berumen et al., 2012).

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la serotonina tiene efectos duales,
tanto excitadores como inhibidores, dependiendo de los receptores que contenga la
célula “diana”, en general se reconoce que los efectos presinapticos son de tipo
inhibidor, y se encuentran mediados por el receptor 5-HT1a. Se ha demostrado que la
serotonina en CA1l produce hiperpolarizacion y disminucion de la resistencia de
membrana (Sil'kis, 2003). No obstante, los efectos postsinapticos son de tipo excitador.
Se ha reportado en la literatura que la estimulacion de los colaterales de Shaffer evoca
la activacion de potenciales postsinapticos excitatorios en las neuronas piramidales de
CALl, promoviendo de este modo la activacién neuronal (Schmitz et al., 1998), en
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Figura 5. Cascadas de sefializacion intracelular evocadas tras la activacién de los receptores a serotonina.

Imagen modificada de Berumen et al., 2012.
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paralelo, al inhibir a interneuronas gabaérgicas se pueden llegar a potenciar los
microcircuitos hipocampales. Una caracteristica mas a resaltar en la expresion de los
receptores serotoninérgicos en hipocampo, es que, tras la destruccion de las fibras
aferentes, no existe una regulacion al alza de su sintesis, de manera que la
modificacion en la modulacion neuronal de las células diana es debido a la ausencia
de 5-HT y no por efectos en la regulacion de sus receptores (Pohorecki & Domino,
1987; Berumen et al., 2012; Dale et al., 2015).

Dado que una de las principales regiones blanco de las aferencias
serotoninérgicas es el sistema limbico, especificamente el hipocampo, resulta
relevante el estudio de la modulacion del comportamiento electrofisiolégico de las
neuronas piramidales a cargo de la serotonina, debido a que la implantacion de
condiciones fisiopatoldgicas puede modificar el efecto neuromodulador a cargo de la
5-HT (Berumen et al., 2012; Pohorecki & Domino, 1987). Ademas, entender la
modulacion fisiologica permitiria proponer mecanismos de regulacion tras la activacion
de receptores especificos para modular distintos procesos fisiopatologicos, tales como
los ACV.

Para finalizar con el apartado, la mayor parte de los receptores a serotonina se
expresan en el hipocampo. Esta diversidad de expresion refleja la variedad de
funciones asociadas al mismo neurotransmisor. La serotonina bajo los efectos
metabotropicos se ha nombrado como un factor tréfico durante el desarrollo, ya que
participa en proliferacion, migracion y diferenciacion neuronal (Berumen et al., 2012;
Pohorecki & Domino, 1987). En la etapa adulta, la disminucién de la serotonina
decrementa la neurogénesis en giro dentado, no obstante mantiene un rol
organizacional en el hipocampo, paralelamente participa en la formacion de la memoria
(Berumen et al., 2012).
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Modelo de ACV

ACV isquémico.

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) son la segunda causa de muerte a nivel
mundial. Se presentan alrededor de 12.2 millones de nuevos casos anualmente. De
los cuales el 62% ocurre en personas por debajo de los 70 afios y 16% entre los 15y
49 afnos (Feigin et al., 2022). Los ACV se caracterizan por una perdida subita del riego
sanguineo en el tejido cerebral afectando de forma focal o globalmente. Se clasifican
de acuerdo a su etiologia en isquémicos o hemorragicos, de los cuales los de tipo
isquémicos representan el 62% del total de accidentes cerebrovascular, y el 28% le

corresponden a los de tipo hemorragico (Feigin et al., 2022).

Los ACV de tipo isquémico focales se presentan con mayor frecuencia, estos
son causados por la oclusién de una arteria cerebral de forma local o distal (Lopez-
Valdés et al., 2021; Hermann et al., 2019). La causa local es debido a la formacion de
un trombo o una placa aterosclerética, mientras que la causa distal es debido a la
formacion de un embolo en una arteria por fuera del encéfalo que viaja y ocluye una
arteria cerebral (Hermann et al., 2019; Lopez-Valdés et al., 2021). Dado que el cerebro
requiere de un continuo riego sanguineo para mantener la integridad funcional. El cese
o la reduccion del mismo produce distintos niveles de dafio neuronal dependiendo del
tiempo transcurrido (Lopez-Valdés et al., 2021). La isquemia inicialmente provoca la
formacién de dos zonas bien definidas, el nucleo isquémico y la zona de penumbra,
sitios donde se activan cascadas de sefializacion y ocurren eventos moleculares
desfavorables para las células (Lépez-Valdés et al., 2021). El nacleo isquémico se
caracteriza por muerte neuronal permanente debido al cese del flujo cerebral
provocando necrosis en la regién, es importante sefialar que el tamafio del ACV
depende de la duracion, la magnitud y la localizacién de la isquemia. Por su parte, la
zona de penumbra se encuentra adyacente al nucleo isquémico (Lopez-Valdés et al.,
2021). En esta region hay reduccion (no cese) del flujo sanguineo de manera que la
estructura neuronal no se ve afectada, no obstante, se encuentran ocurriendo cambios
fisiolégicos en las células que promueven la disminucion en la viabilidad celular, en
contraste, se ha reportado la activacion de mecanismos plasticos que promueven la

recuperacion espontanea en esta misma region (Lopez-Valdés et al., 2021).
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Dado que los ACV isquémicos son afecciones heterogéneas, es importante la
busqueda de modelos animales que reflejen tal fisiopatologia en humanos (Lopez-
Valdés et al., 2021). Con respecto a los modelos animales isquémicos se clasifican en
dos tipos: globales y locales. Mismos que se pueden reproducir en distintas especies,
tales como primates, animales domésticos y roedores. Sin embargo, el facil manejo de
los roedores, los ha convertido en la especie ideal para modelar la isquemia (Li &
Zhang, 2021).

En primer lugar, los modelos animales globales isquémicos permiten simular la
condicion de arresto cardiaco y resucitacion en los humanos, asi mismo ofrece la
ventaja de probar la efectividad e identificar el mecanismo de accion de farmacos
neuroprotectores. Ademas, son relativamente mas sencillos de reproducir en los
laboratorios de investigacion (Furlow, 1982; Li & Zhang, 2021). Los modelos mas
usados de isquemia global incompleta son, el modelo de oclusion de 4 vasos
sanguineos (4-VO-model) y el modelo de oclusion de 2 vasos sanguineos (2-VO-
model; Sun et al., 2021; Li & Zhang, 2021). En relacion con el 4-VO-model, se lleva a
cabo en dos etapas, en la primera fase se realiza electrocauterizacion de las arterias
vertebrales de forma bilateral, posteriormente, en el dia dos (o segunda fase), se lleva
a cabo la oclusion temporal de las arterias car6tidas comunes mediante clips

quirdrgicos.

El 4-VO-model tiene como ventajas una preparacion relativamente sencilla, alta
tasa de dafo neuronal predecible y baja incidencia de convulsiones. Sin embargo, la
desventaja se encuentra en el amplio periodo de tiempo que se requiere para finalizar
la cirugia sumando las dos etapas a seguir (Sun et al., 2021; Li & Zhang, 2021). Por
otro lado, el modelo 2-VO-model consiste en la oclusion permanente de las arterias
carotidas comunes de forma bilateral, disminuyendo a la mitad el flujo sanguineo
cerebral sin modificar el estado energético del tejido en ningiin momento (Li & Zhang,
2021). Este modelo se utiliza de forma comun para estudiar la hipoperfusién cerebral
cronica relacionada a las enfermedades neurodegenerativas, ya que produce
alteraciones en la actividad electrofisiologica, aumento de estrés oxidativo y cambios

neuropatolégicos y morfologicos en el tejido (Li & Zhang, 2021). La tasa de mortalidad
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del 2-VO-model va de 0 a 100% dependiendo la especie, sin embargo, una alternativa
viable es la modificacién del intervalo de tiempo de clipaje de las arterias carétidas. De
acuerdo a Cho et al., 2019 la variacion en el tiempo de clipaje modifica la viabilidad
celular con el paso del tiempo. 15 minutos de clipaje disminuyen en mayor medida la
viabilidad celular 5 dias después de la cirugia, mientras que 5y 15 minutos de cliplaje
un dia después de la cirugia no provocan cambios significativos en el nimero de

neuronas piramidales de CA1-3 en jerbos.

Otro rasgo de los modelos globales recae en si el modelo representa una
isquemia completa o incompleta, de forma que el Unico modelo animal de isquemia
completa es donde se realiza arresto cardiaco y oclusién de la aorta/vena cava, esto
con el objetivo de simular el arresto cardiaco en humanos y la resucitacion (Lu et al.,
2016; Li & Zhang, 2021). No es comun realizar el procedimiento en perros y ganado
porcino, debido a la alta tasa de mortalidad. Ademé&s, genera complicaciones
extracerebrales que conducen a altas tasas de coma y baja supervivencia, de manera
gue se necesitan cuidados posquirargicos costosos. A pesar de las complicaciones en
el desarrollo del modelo se han utilizado ampliamente para el estudio de farmacos que

actien como neuroprotectores (Li & Zhang, 2021).

Por otra parte, con respecto a la fisiopatologia de la isquemia ya sea global o
focal, completa o incompleta, se reconoce que el principal desencadenante de la
cascada isquémica es la privaciéon de oxigeno y de glucosa en el tejido cerebral,
rompiendo la homeostasis neuronal tras la perdida de moléculas energéticas (Lu et al.,
2016). Activandose procesos como desbalance iénico, sobre carga de calcio,
excitotoxicidad, edema vasogénico, produccién de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, disrupcién de la barrera hematoencefélica, neuroinflamacién, apoptosis y

necrosis (LOpez-Valdés et al., 2021).

Los procesos nombrados anteriormente se encuentran ligados uno a otro, sin
embargo, existe cierto grado de diferenciacion espacial donde ocurren. Por un lado,
en el nucleo isquémico, la privacion de oxigeno y glucosa lleva a la disminucién en los
niveles de ATP, provocando disfuncién de la bomba ATPasa y la consecuente

despolarizacion neuronal, posteriormente ocurre desbalance idnico evidenciado como
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flujo de sodio, cloro y calcio hacia el interior celular, estas corrientes idnicas provocan
cambios osmoticos en las células y lisis neuronal (Zhao et al., 2021; Lépez-Valdés et
al., 2021). Consecuentemente inicia la formacién del edema vasogénico debido a la
extravasacion y acumulacion de fluido en el medio extracelular aumentando el volumen
cerebral y la presion intracraneal, lo que lleva a su vez a la reduccion del flujo
sanguineo causando hipoxia en sitios distantes a la lesién original (Feske, 2021; Zhao
et al., 2021). De forma paralela, el flujo sanguineo no continuo lleva a la liberacion de
citocinas proinflamatorias y activacion de leucocitos intravasculares provocando de
esta manera disrupcion de la barrera hematoencefalica e invasion de leucocitos al
tejido isquémico dafiando la integridad neuronal (Lu et al., 2016). A consecuencia las
células dafiadas exponen patrones moleculares asociados a la lesion, mismos que son
reconocidos por la microglia y astrocitos, activando la respuesta inmune dentro del
tejido nervioso (Zhao et al., 2021). Dado que la barrera hematoencefalica ya se dafio
previamente se permite la infiltracién de una mayor cantidad de células del sistema
inmune activando un ciclo de retroalimentacion positiva, que permite la liberacién
continua de citocinas proinflamatorias. Finalmente, estas propician el dafio neuronal y
contribuyen al tamafio del ndcleo isquémico. Cabe sefialar que la respuesta
neuroinflamatoria mas fuerte se encuentra alrededor de los sietes dias posterior al

accidente cerebrovascular (Dong et al., 2009; Zhao et al., 2021; Feske, 2021).

Por otro lado, en la zona de penumbra se activan mecanismos distintos a los
evocados en el nucleo isquémico, debido a que aun existe riego sanguineo adyacente.
De manera que no existe una completa privacion de oxigeno y glucosa, reconocidos
como los desencadenantes de la cascada fisiopatoldgica tras un ACV isquémico en la
en nucleo de la lesion (Dong et al., 2009). Naturalmente, en el nicleo isquémico se
desarrolla una sobreactivacion inicial como consecuencia de la falta de moléculas
energéticas, formando un ambiente de alta concentracion de glutamato en la
penumbra, pasando de una concentracion extracelular de 10 uM durante la transmision
sinaptica a 350 veces mas (Patterson, 1996). Generandose las condiciones necesarias
para la implantacion de la excitotoxicidad donde el principal elemento de estudio es el
NMDA-R.
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Excitotoxicidad y el papel de NMDA

La excitotoxicidad es un tipo de toxicidad dentro del sistema nervioso mediado por el
neurotransmisor glutamato. Se ha estudiado ampliamente en la muerte neuronal
desarrollada en las enfermedades neurodegenerativas y en los accidentes
cerebrovasculares (Dong et al., 2009; Wang y Reddy, 2017). Mediante estudios
electrofisiolégicos y de biologia molecular se determiné que la activacién de los
receptores a glutamato participa tanto en la neurofisiologia como en la fisiopatologia
de los organismos dependiendo del tiempo de exposicion a la molécula. Estudiar las
cascadas moleculares intracelulares luego de la activacion de los receptores a
glutamato permite proponer dianas terapéuticas ante condiciones como la isquemia
(Dong et al., 2009; Wang y Reddy, 2017; Salinska et al., 2005). Modular la activacion
del receptor NMDA ha sido objeto de estudio continuo ya que su funcion dentro del
organismo va desde la neuroplasticidad hasta la contribucion en la apoptosis. Cabe
sefialar que los efectos excitotoxicos a cargo del glutamato dependen de dos procesos
bien establecidos: por un lado, el flujo continuo y poco regulado de iones como el sodio
o el cloro ejercen efectos osmoticos sobre las células, conduciendo a la lisis celular y

la formacion de una zona necrética (Salinska et al., 2005).

Por otro lado, la activacién continua y prolongada de los NMDA-R (con
subunidades GIuUN2B), aumentan la concentracion de calcio intracelular activando a su
vez cascadas de sefalizacion (como la activacién de caspasas, despolarizacion de la
membrana mitocondrial y produccion de radicales libres) que conducen a la apoptosis
(Dong et al., 2009; Salinska et al., 2005). Las evidencias en la bibliografia reportan que
la hiperexcitabilidad que produce un ambiente excitotoxico, no es producto de la
muerte de neuronas GABAérgicas, no obstante, se debe a la accién directa de los
receptores a glutamato, en particular NMDA-R (Dinocourt et al., 2011). De igual forma,
se sabe que la alteracion en los niveles de glutamato, la regulacion positiva de canales
de calcio, sodio y potasio, y los cambios en la resistencia de entrada se relacionan
directamente con la excitotoxicidad (Cai et al., 2007). Por otra parte, la
hiperexcitabilidad provoca reorganizaciones plasticas en los microcircuitos
adyacentes, modificando la comunicacion neuronal (Cai et al., 2007). Asi, por ejemplo,
la desaferenciacion parcial cronica, prolonga los potenciales postsinapticos
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excitatorios provocados por estimulacion eléctrica, como consecuencia de una
hipofuncién del canal de potasio activado por calcio y por el aumento en el tiempo de
apertura NMDA-R (Cai et al., 2007).
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Figura 6. Mecanismos de muerte celular debido a excitotoxicidad por aumento de la concentracion de glutamato
extracelular. Imagen modificada de Cai et al., 2007

Resumiendo, los mecanismos de excitotoxicidad previamente mencionados, el
proceso inicia con el aumento en la concentracion del glutamato extracelular alrededor
de 350 veces el valor fisiologico, debido a su excesiva liberacion y reducida recaptura.
El glutamato aumentado permite la activacién prolongada de los iGIluR y mGIuR,
provocando a su vez flujo de calcio al medio intracelular y liberando calcio del reticulo
endoplasmico, respectivamente. El aumento de calcio es censado por la mitocondria
y activa proteasas apoptoticas como la calpaina y calcineurina (Mahmoud et al., 2019;
Fricker et al., 2018). Por otro lado, la estimulacion excesiva de NMDA-R puede
conducir a la continua entrada de iones, y ejercer efectos osmoticos, provocando
ruptura de la membrana y muerte neuronal (Mahmoud et al., 2019). Finalmente, el

estrés oxidativo actia también como resultado de la excitotoxicidad, ya que se ve
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aumentada la produccion de especies reactivas de oxigeno, (radicales superéxidos Oz
e hidroxilo OH"). Ademas, el calcio también es capaz de activar a la enzima éxido
nitrico sintetasa (NOS), que produce éxido nitrico (NO). EI NO se puede combinar con
Oz y producir peroxinitrito (OONO"). Estas moléculas causan dafio en las proteinas,
lipidos y acidos nucleicos intracelulares que conducen a la activacion de apoptosis
(Mahmoud et al., 2019; Zhang et al., 2006).
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Modulacion serotoninérgica y dopaminérgica por aripiprazol de la corriente ionica del
NMDA-R en ACV

Dada la importancia del NMDA-R en el desarrollo de patologias como los ACV, es
imperante la busqueda de alternativas que modulen su comportamiento
electrofisiolégico. Las corrientes ionicas de calcio que permite NMDA-R en la zona de
penumbra de los ACV, fungen como el desencadenante de una compleja cascada de
sefalizaciones intracelulares que finalmente conducen a la muerte neuronal. De
manera que la reduccion del flujo de calcio limitaria la activacién de las rutas que llevan
a la apoptosis (Mahmoud et al., 2019; Zhang et al., 2006). Tanto la serotonina como la
dopamina poseen receptores acoplados a proteinas G; en neuronas piramidales del
hipocampo. Tras la activacién de sus respectivos receptores, la proteina G inhibe a la
adenilato ciclasa, a su vez limita la produccion del AMPc, de esta forma, se interrumpe
la activacion posterior de la PKA (Salazar-Colocho et al., 2008). Como resultado, la
activacion de receptores acoplados a proteinas G; limita la fosforilacién que recibe el
NMDA-R por parte de PKA en la subunidad GluN1 (en Ser897), la cual esta
fuertemente relacionada al aumento de la corriente de calcio, de hecho es parte del
mecanismo involucrado en la potenciacion a largo plazo, no obstante, en una condicion
de excitotoxicidad, donde la concentracion de glutamato extracelular se eleva 350
veces por encima del valor basal, la reduccion de la actividad de NMDA-R es crucial

para disminuir el dafio celular (Zhou y Danbolt, 2014).

Los receptores a serotonina 5-HT1a junto con los receptores de dopamina D2y
D4 se expresan en neuronas piramidales de CA1 hipocampal, ambos activan a la
proteina G; participando en funciones como la memoria y la atencion. Especificamente
la activacion de 5-HT1a se ha visto implicada en la inhibicién de PKA y activacion de la
proteina serina/treonina fosfatasa 1 (PP1), asi mismo el agonista (8-OH-DPAT) al
receptor 5-HT1a es capaz de aumentar la exprecion del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), implicado en la neuroplasticidad (Etievant, 2010). Como resultado, la
administracion del 8-OH-DPAT de forma sistemica previno la muerte neuronal en CA1
de hipocampo en un modelo de isquemia cerebral global transitoria en Jerbos, al
regular la entrada de calcio proveniente de NMDA-R (Salazar-Colocho et al., 2008).
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Por otro lado, se ha implicado a la dopamina como un mediador de la
transmision singptica en CAL, ya que es capaz de deprimir la potenciacién a largo
plazo al modular negativamente la funcion de NMDA-R (Etievant, 2010). De forma
concreta se ha reportado en la literatura que los receptores D2/D4 en neuronas
piramidales de CALl inhiben las corrientes que permite NMDA-R, se demostrd también
mayor participacion de los receptores D4 en dicho bloqueo (Kotecha et al., 2002). No
obstante, los mecanismos intracelulares propuestos para la inhibicion de la corriente
ionica de NMDA-R por parte de los receptores D2 son ajenos a PKA. Por el contrario,
se sugiere una transactivacion de los receptores al factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF-R), llevando a una inhibicion de NMDA-R dependiente del aumento
de la concentracion de calcio intracelular. De esta forma D4 modula negativamente el

comportamiento electrofisiologico de NMDA-R (Kotecha et al., 2002).

En otro estudio se evalué el efecto de la administracion sistémica de agonistas
a D2 en un modelo animal de isquemia global en jerbos, demostrando neuroproteccion
en las neuronas piramidales de CA1 hipocampal (O'Neill et al., 1998). En paralelo, se
evidenciéo en un modelo de isquemia focal en ratones, que la concentracion de
dopamina en el hemisferio contralateral al afectado aumento significativamente 1
semana después de la cirugia, participando de manera activa en la remodelacién de
los circuitos, como un mecanismo compensatorio de neuroplasticidad, de forma
similar, la administracién de un agonista parcial dopaminérgico (D2) y serotoninérgico
(5-HT1a), el aripiprazol, mejora la remodelacion de los circuitos neuronales en la fase
cronica del modelo de isquemia, ayudando a la activacion de mecanismos plasticos
(Obi et al., 2018). Aunado a esto, el aripiprazol es capaz de aumentar la liberacion de
dopamina en hipocampo, solo en las concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/kg en ratas
administrado via subcutanea, teniendo un pico maximo 60 min posterior a la

administracion (Li et al., 2004).

Ademas, el aripiprazol (1 y 3 mg/kg) es capaz de prevenir el aumento de la
liberacion de glutamato en la corteza prefrontal en un modelo en rata de déficit
cognitivo, provocado mediante la administracion del antagonista a NMDA, acido 3-(R)-

2-carboxipiperacina-4-propil-1-fofonico (CPP; Carli et al., 2010).
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Paralelamente Gil et al., 2017 demuestra en un modelo de isquémica focal en
ratones, que la administracion sistémica de aripiprazol (por 5 dias en una dosis de 3
mg/kg) inmediatamente después de la cirugia revierte la disfuncion motora,
contrarresta la atrofia neuronal en el estriado, disminuye la activacion microglial, y
aumenta la expresion de la protein cinasa Il dependiente de calcio/calmodulina &
(CamKIId) promotora de la supervivencia neuronal (Zhang et al., 2021). Ademas, en
un modelo de excitotoxicidad por &cido kainico en ratones se evidencié que la
administracion sistémica de un agonista del receptor 5-HT1a asi como del aripiprazol
disminuyo el volumen de lesion en un 61% y 73% respectivamente (Cosi et al., 2005).
Finalmente, en un modelo de isquemia focal junto con procedimientos adicionales de
estrés cronico leve en ratdén se demostro que el tratamiento con aripiprazol reduce los
comportamientos depresivos, revierte el dafio en neuronas dopaminérgicas en

mesencéfalo y aumenta la neurogénesis en hipocampo (Kim et al., 2015).
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Pregunta de investigacion

¢, Cual es el efecto de la modulacién del aripiprazol sobre la corriente activada
por NMDA en neuronas piramidales de hipocampo en un modelo de accidente

cerebrovascular en rata?

Hipotesis cientifica

La modulacion con aripiprazol disminuye la corriente que permite el receptor a

glutamato tipo NMDA en neuronas piramidales de CA1 de hipocampo de rata tanto en

un modelo de isquemia global como en un modelo sin alteraciones.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la modulacion del aripiprazol sobre la corriente activada por
NMDA en neuronas piramidales de hipocampo en modelo de accidente

cerebrovascular en rata.

Objetivos especificos

Caracterizar la corriente activada por NMDA en neuronas piramidales de CAl
en hipocampo en rata.

Caracterizar la corriente activada por NMDA en neuronas piramidales de CAl
en hipocampo en modelo de accidente cerebrovascular en rata.

Evaluar el efecto mediante una curva dosis respuesta de aripiprazol sobre la
corriente activada por NMDA en neuronas piramidales de hipocampo en CAL.
Evaluar el efecto mediante una curva dosis respuesta de aripiprazol sobre la
corriente activada por NMDA en neuronas piramidales de hipocampo en CAl
en modelo de accidente cerebrovascular en rata.

Evaluar el efecto de la cirugia sobre el nUmero de neuronas mediante la tincién
de Nissl, en las células piramidales de CA1 en hipocampo.

Evaluar el dafio neuronal provocado por la isquemia mediante la tincion de

Nissl, en las células piramidales de CA1 en hipocampo.
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Justificacion
Los accidentes cerebrovasculares (ACV) son una condicion patologica en donde se
interrumpe la irrigacion sanguinea en el tejido nervioso, causando dafio cerebral con
la consecuente pérdida de funciones dependiente de la zona afectada. En término
generales se clasifican en dos tipos, los ACV isquémicos y los ACV hemorragicos (Qin
et al., 2022).

A nivel global se presentan 12.2 millones de nuevos eventos cerebrovasculares
por afio, de acuerdo a esta cifra, 1 de cada 4 adultos mayores de 25 afios tendra un
ACV alo largo de su vida, siendo la segunda principal causa de muerte a nivel mundial.
Ademas, el 62% del total de ACVs ocurre en personas por debajo de los 70 afios,
mientras que el 16% se presenta entre los 15 y 49 afios. Es importante sefialar que ha
aumentado ligeramente la incidencia global en mujeres ya que el 53% de los casos se
presentan dentro del sexo femenino y el 47% en el sexo masculino. Teniendo una cifra
de mortandad de 6.5 millones de personas al afio, debido a un evento cerebrovascular
(Feigin et al., 2022).

En relacion con la clasificacion de ACVs, el 62% de los casos son de tipo
isquémico, presentandose 7.6 millones de nuevos casos anualmente. De los cuales
55% son en mujeres y 45% en hombres. Por otro lado, el 58% de los ACV isquémicos
ocurren en personas por debajo de los 70 afios y el 11% en personas de 15 a 49 afios.
Se debe agregar que, 77 millones de personas que actualmente viven, han
experimentado un ACV isquémico. En sumatoria, 3.3 millones de personas fallecen
por un ACV isquémico por afio (Feigin et al., 2022).

Finalmente, se estima que se han perdido alrededor de 63 millones de afios de
vida saludable debido a la discapacidad y la muerte provocada por los ACV de tipo
isquémico (Feigin et al., 2022). Dentro de este marco contextual los ACV de tipo
isquémico son una de las principales causas de discapacidad y mortalidad a nivel
global por afio, por lo que el estudio de la patogénesis neuronal se hace relevante. En
este respecto, distintos tipos celulares se ven afectados tras un ACV isquémico. Dentro
del inicio fisiopatolégico isquémico se forman 2 zonas bien delimitadas un “nucleo
isquémico” y una zona de penumbra (Qin et al., 2022). En el ndcleo isquémico los

somas neuronales y gliales desaparecen debido a la privacion de oxigeno y glucosa
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inicial dado que el tejido nervioso es un pobre reservorio de energia, de manera que
necesita de la constante exposicibn a ambas moléculas, llevando a la perdida de
funciones dependientes de energia (Koh & Park, 2016; Qin et al., 2022; Lopez-Valdés
et al., 2021). Mientras que en la penumbra el tejido nervioso permanece relativamente
viable, no obstante, se activan modificaciones celulares y morfolégicas tales como
activacion microglial, incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica,
infiltracion de células del sistema inmune, edema cerebral, neuroinflamacién y
liberacion de factores neurotréficos y neurotdxicos (Qin et al., 2022; Lopez-Valdés et
al., 2021).

Cabe sefalar que la condicion fisiopatoldgica inicial ocurre debido a la
deficiencia de glucosa y oxigeno en el tejido como previamente se menciono.
Posteriormente se genera despolarizacion neuronal y liberacion del principal
neurotransmisor excitador (glutamato) al medio extracelular, conduciendo a la
estimulacién constante de sus respectivos receptores tanto ionotrépicos como
metabotropicos (Koh & Park, 2016; Qin et al., 2022; Lopez-Valdés et al., 2021). De
acuerdo a Wang et al., 2007 el principal receptor implicado en la neurotoxicidad
causada por la isquemia es el receptor a glutamato tipo N-metil, D-aspartato (NMDAR),
el cual promueve el aumento en el flujo de calcio hacia el interior de la neurona,
activando los mecanismos de muerte celular programada o apoptosis (Qin et al., 2022),
por lo que el estudio del comportamiento electrofisiolégico de NMDAR en la isquemia
y la forma de modular a este receptor puede ser un mecanismo limitante dentro de la
fisiopatologia de la isquemia.

Con respecto a las interacciones de NMDAR con otros sistemas de
neurotransmision, estos podrian tener un papel relevante en la neuromodulacion de la
excitotoxicidad. En este respecto se han identificado 13 subtipos de receptores a
serotonina acoplados a proteinas G (GPCRs) y 1 canal activado por ligando,
agrupados a su vez en 7 clases (5-HT1.7). Asi mismo se han identificado 5
subtipos de receptores a dopamina agrupados en dos familias (D1 y D2) que contienen
a los receptores, D1, y D5 por un lado y D2, D3 y D4 por el otro, respectivamente.
Tanto los receptores de serotonina GPCRS como los de dopamina se encuentran

asociados a las vias canonicas Gi, Gs y Gq permitiendo la sefializacion de cascadas
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intracelulares bioquimicas. De este modo, los receptores 5-HT1, 5-HTs, D2, D3 y D4
se acoplan a GPCR-G;, conduciendo a la inhibicion de la adenilato ciclasa y a su vez
disminucién de la concentracion intracelular de AMPc. Por su parte, los receptores 5-
HT. son GPCR asociados a Gq, proteina que activa a la fosfolipasa C generando
fosfatidil-inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), llevando a un aumento de la concentracion
de calcio intracelular. Finalmente, los receptores 5-HT4, 5-HTe, 5-HT7, D1, y D5 son
GPCR-Gs (McCorvy & Roth, 2015), que tras la unién de su ligando activa a la proteina
adenilato ciclasa (AC) aumentando la concentracion intracelular de AMPc (Baker et al.,
1998), continuando con la cascada de sefializacion, AMPc podria activar a la protein-
cinasa A (PKA), misma que puede modificar postraduccionalmente a NMDAR
mediante una fosforilacion en la serina 897 (Ser-897), aumentando de esta manera la
corriente de calcio hacia el medio intracelular llevando a distintas respuesta celulares
(Raman et al., 1996; Tingley et al., 1997). Por otro parte, se demostro el papel de la
AC en la neurodegeneracion, especificamente el subtipo 1 (proteina expresada en
hipocampo). Al generar un modelo con delecion del gen que codifica para la proteina
AC1 los investigadores observaron un aumento significativo de la supervivencia
neuronal, resaltando la participaciéon de AC1 como un promotor de neurodegeneracion
(Wang et al., 2007).

Dada la cascada de sefializacion intracelular que provocan los receptores a
serotonina, se sabe que existe una relacion entre el aumento de la concentracion de
AMPc intracelular con el aumento de la corriente que permite NMDAR, por lo que el
bloqueo de AC1 mediante agonistas a 5-HT1, D2 y antagonistas a 5-HT2ac podria
modular la corriente que permite NMDAR y disminuir la participacion activa de NMDAR
en la neurotoxicidad (Baker et al., 1998; Wang et al., 2007).

Por consiguiente, el propdsito de esta serie de experimentos fue vincular el
efecto de la excitotoxicidad evocada por el modelo de isquemia en rata, sobre la
corriente de calcio que permite el receptor a glutamato tipo NMDA, con la modulacion
serotoninérgica y dopaminérgica tras la activacion de los receptores 5-HT1a y D2 con
aripiprazol (Markstein et al., 1999), sobre la posible alteracion del comportamiento
electrofisiolégico que sufre NMDAR debido al ACV, dando informacion acerca tanto

del papel neurofisioldgico del receptor 5-HT14,y D2, asi como de su participacion como
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posible limitador de los mecanismos de excitotoxicidad que se generan en un modelo
de isquemia. El estudio experimental se llevé a cabo mediante registros de voltage
clamp, modalidad whole cell, en neuronas piramidales de hipocampo de CA1l, ademas
se realiz6 un conteo del nimero de neuronas dentro de la misma regién evidenciando
el dafio neuronal. Comparando el grupo de ratas a las que se les realiz6 la cirugia de
isquemia contra el grupo control. Esto se llevd a cabo en el laboratorio de
neuromodulacion dentro del instituto de fisiologia a cargo del D.C. Jorge Luis Valente
Flores Hernandez en el periodo comprendido entre enero del 2023 y diciembre del
2024.

En la actualidad no existe un solo tratamiento disponible para modular la
excitotoxicidad a causa de un ACV isquémico, de manera que, el presente trabajo
fungié como una propuesta de estudio inicial en la busqueda de neuromoduladores de
procesos fisiopatolégicos tales como la excitotoxicidad provocada por un ACV
isquémico, no obstante, es conveniente aclarar que los resultados reflejaran el
comportamiento en neuronas piramidales aisladas de hipocampo, por lo que se
tendran que continuar los estudios aumentando los niveles de organizacion para poder

ser considerado como un posible tratamiento en un futuro.
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Materiales y métodos

Estrategia de trabajo
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Muestreo

Definicion de la unidad poblacional

Area de muestreo

El area de muestreo se definié con base en lo reportado por Ordy et al., 1993 en donde
se demuestra que el modelo de 4-VO produce un dafio sobre las neuronas piramidales
en CA1l hipocampal dependiente del tiempo postquirdrgico transcurrido. De esta
manera se procedi6 a la evaluacion electrofisiologica e histologica 3 dias post-lesion
debido a que el porcentaje de neuronas viables en este periodo disminuye hasta el
25%, manteniendo células relativamente viables que fungen como “diana terapéutica”.
Paralelamente las neuronas piramidales de CA1 hipocampal poseen tanto receptores
a serotonina 5-HT1a como receptores a dopamina D2, de esta manera se evaluo el
efecto de la aplicacion del aripiprazol sobre la corriente de NMDA (Salazar-Colocho et
al., 2008). Motivo por el cual tanto la evaluacion electrofisiologica como histolégica se

llevé a cabo en las neuronas piramidales de CAL.

Modelo de dafio isquémico

Para llevar a cabo el modelo isquémico las ratas se anestesiaron con ketamina/xilazina
(ketamina 7mg/100 gr de peso de la rata, 30mg de xilazina en 10 ml de ketamina),
posteriormente se procedid a evaluar reflejos nociceptivos y sensibilidad en la rata para
luego eliminar el pelo y desinfectar el area circundante a la incision. Paralelamente, se
separaron las glandulas salivales mediante manipulacion desde la linea media del
cuello hacia los laterales. La rata se coloc6 en una plancha reguladora de temperatura,
mantenido esta variable constante en un valor de 37.5 + 0.5°C, ademds los
procedimientos se realizaron sobre un campo estéril con el objetivo de eliminar
estimulos infecciosos. De forma similar se evitaron corrientes de aire durante la cirugia.
Después se mont6 a la rata en el sistema estereotaxico para mantener fija la parte
craneal y cervical. Se procedi6 a infiltrar en la piel 0.1 ml de lidocaina adyacente al sitio
de la incision (aplicando la mitad de dicho volumen en cada lado), para luego seccionar
en la linea media del cuello dorsal junto con los musculos cervicales hasta la union

atalanto-occipital mediante un bisturi con punta estéril, teniendo una longitud
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aproximada de lesion de 3.5 cm. Se coloco el blefaréstato para mantener el campo de
incision abierto y se procedio a la identificacion del foramen alar de la primera cervical
(Atlas), por debajo de esta estructura se encuentra la arteria vertebral, de manera que
se procedio a su electrocauterizacion mediante la introduccién del cautin a 90 grados
de forma bilateral. Terminado la primera parte quirdrgica se procedié a realizar la
sutura punto simple continuo en la piel. Ademas, en el sitio de sutura se aplicé solucion
salina y yodopovidona para evitar cuadros infecciosos y olor a sangre, de esta manera
se evitd que la rata manipule la herida.

Pasando a la segunda parte quirdrgica se desmontd la rata del sistema
estereotaxico y se colocé en posicidén decubito supino, para luego realizar una incision
en la linea media del cuello anterior con una extension de 3.5 cm, desde el manubrio
esternal hasta la region intermandibular, se expusieron las arterias carétidas de forma
bilateral y se colocé por debajo de estas, hilo de sutura del nimero 1, de 8 cm de largo
para realizar la oclusion inmediatamente después, se colocaron dos clips quirtrgicos
sobre las carétidas comunes durante 15 minutos, pasado el tiempo establecido se
retiraron los clips restableciendo el flujo sanguineo cerebral. Se mantuvo a la rata
durante 20 minutos sin suturar, y se realizé un andlisis visual durante este tiempo,
verificando que no estuviera presente el reflejo de enderezamiento, y que si estuvieran
presentes los signos patognomonicos (que funcionaron como una confirmacion visual
de que el proceso isquémico se completd). Terminados los 20 min la piel de la
biseccién del cuello ventral se suturé con un punto simple continuo, asi mismo se aplico
yodopovidona. Terminadas las dos fases quirtrgicas se mantuvo a las ratas con libre
acceso a alimento y agua, alojados individualmente con un ciclo de 12hrs de
luz/oscuridad y una temperatura de 22°C. Tres dias posteriores al proceso quirdrgico
se realizé el registro electrofisioldgico e histologico de las neuronas piramidales de
CA1 de hipocampo.

Seleccién de la muestra
El estudio se llevé a cabo en ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, de 2-3 meses
de edad, con un peso de 250 a 300 gr, debido a que los efectos evaluados sobre la

viabilidad neuronal se llevaron a cabo en la cepa mencionada en el estudio de Ordy et
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al.,, 1993, ademas el efecto entre cepas es probable que varie dado ligeras
modificaciones en el sistema vascular dentro del sistema nervioso central de las ratas.
Por otro lado, la edad posnatal y el peso de la rata sugerido es necesario debido a que
facilita la identificacion de las estructuras vasculares, asi mismo existe una disminucion

de la mortalidad dependiente de ambas variables.

Criterios de seleccioén de las unidades de muestreo

Criterios de inclusion
Los criterios de inclusién en la muestra se basaron en la presencia de al menos tres

aspectos presentes en la escala Neurological disability Status Scale (NDSS).

Tabla 3. Escala del estado de discapacidad neurolégica

Grado de

e Alteraciones Neuroconductuales

0 Ninguno

Hipoalgesia
2 Pilcereccion
Ptosis

Decremento de fuerza muscular
Decremento de tono muscular
Espalda encorvado
Hipomovilidad ligera
Hiperalgesia

Hiperreactividad

Pasividad

Poliuria

Agresividad

Circling/ rotacien corporal

Flexion de miembros posteriores
Hemorragia (nasal y/o Ocular)

Postura lateralizada

Temblores/ sacudimientos/ convulsiones

Hipomovilidad severa
8 Respiracién dolorosa
Postura aplanada

10 Muerte
Tabla 3. Aspectos de la escala NDSS considerados como criterios de inclusion. Tabla extraida de Rodriguez
et al., 2005
Las alteraciones neuroconductuales no se cuantificaron en este trabajo de
investigacion, no obstante, el factor comun presente en todas las ratas incluidas en la
evaluacion electrofisiologica y en la tincion de Nissl, presentaban ptosis, piloereccion,
hipomovilidad y pasividad. Los cuales fungieron como signos patognomoénicos

minimos de la presencia de lesién isquémica.
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Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién en el desarrollo de este proyecto de investigacion fue la
presencia de dos 0 menos aspectos presentes en la escala NDSS, debido a que
indicaria una afectacion ausente causada por la cirugia isquémica. Ademas, se
consider6 como otro criterio de exclusion a la recuperacion espontanea completa o
parcial del déficit neurolégico causado por la cirugia isquémica antes de la evaluacion

electrofisiolégica/tincion de Nissl.

Criterios de eliminacion

Los criterios de muestreo se definieron de acuerdo a las caracteristicas (enlistadas a
continuacion) que manifesto la rata postcirugia. Es decir, no se consideraron las ratas
para las evaluaciones tanto histolégica como electrofisiolégica que presenten las

siguientes caracteristicas:

e Presencia de reflejo de enderezamiento dentro de 20 min posteriores a la
isquemia.

e Ausencia de reflejos patognomaonicos posterior a la isquemia.

Tamanfo de la muestra

Se utilizaron 20 ratas Sprague-Dawley machos de 2-3 meses de edad posnatal, con
un peso de 250 a 300 gr, procedentes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla. El numero de ratas se calcul6é de acuerdo a los
requerimientos de la n representativa para los estudios de electrofisiologia siguiendo

la ecuacion:
X =N/ (A/100)
Donde:

e “X”es el niumero de animales necesarios o0 numero de animales del cual se
tiene que partir.

e “N” es el numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos
propuestos en el proyecto.

e “A”=100 - % de incidencia de tratamiento.
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Método de recoleccion de datos

Registro electrofisiolégico

Para llevar a cabo el procedimiento de registro electrofisiologico se replicd lo
determinado por Surmeier et al., (1991) y reproducido por Flores-Hernandez et al.,
(2000); Cai et al., (2002); no obstante, se realizaron modificaciones para ajustarlo al

protocolo.

En primera instancia, se anestesiaron a las ratas mediante la administracion de
pentobarbital sédico en una dosis de 40 mg/kg via intraperitoneal. Posteriormente se
verificé la ausencia de sensibilidad mediante un andlisis visual para después proceder
a la decapitacion con instrumentos de diseccidn. A continuacion, el cerebro se retird
de la cavidad craneal en un lapso de 1-2 minutos y se colocé en solucion de isetionato
a baja temperatura. La solucion de isetionato contenia: 140 mM isetionato de sodio,
2mM KCL, 2mM MgCl,, 1mM CaClz, 23mM glucosa, 15mM Hepes, a un pH =7.400 y
300 a 305 mOsm/L, ademas se le agregaron los siguientes suplementos: 1mM acido
piravico, 0.005mM glutation, 0.1mM NG-nitro-L-arginina, 1mM &cido kinurénico, por
altimo, esta solucion fue oxigenada. Continuando con el desarrollo experimental se
realizé un corte coronal desde 2.56 mm hasta 6.3 mm con respecto a Bregma, de
acuerdo al atlas Paxinos, dado que esta zona contiene al hipocampo. En seguida se
posiciond esta region aislada del resto del cerebro sobre una placa en el vibratomo, y
se verti6 isetionato. El siguiente paso fue el seccionamiento mediante cortes coronales
de 350 um de grosor y finalmente bajo un estereoscopio se aislo el estrato piramidal
de CA1l.

Una vez teniendo los fragmentos del estrato piramidal de CA1 se mantuvieron
durante 60 minutos a 30°C en la solucion balanceada de Earle (EBSS) la cual es
amortiguada con bicarbonato de sodio (NaHCOs), a esta solucién también se le
agregaran los mismos suplementos que fueron adicionados al isetionato (1mM acido
pirdvico, 0.005mM glutation, 0.1mM NG-nitro-L-arginina, 1mM &cido kinurénico),
ademas fue burbujeada con O: al 95% y CO2 al 5%, manteniendo un pH de 7.400 y
300 a 305 mOsm/L.
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Pasados los 60 minutos los cortes se transfirieron a la solucion balanceada de
Hanks (HBSS) para iniciar con el proceso de disociacion enzimético por 10 minutos.
Al HBSS se le agregaron 0.75mg/ml de papaina (Calbiochem), manteniendo una
temperatura de 35°C, amortiguada con Hepes y burbujeada con O, agregando de
manera similar los suplementos del isetionato y de la solucion EBSS (1mM acido
piravico, 0.005mM glutatién, 0.1mM NG-nitro-L-arginina, 1mM acido kinurénico).
Terminados los 10 minutos se lavo el tejido con isetionato para luego seguir con la
disociacion mecéanica mediante pipetas Pasteur de 3 calibres distintos pulidas al fuego.
Finalmente, las células suspendidas se vertieron en cajas de Petri de 35mm que fueron
colocadas en el microscopio donde se registraron. Es importante sefialar que se
tomaron 5 minutos posteriores a la colocacion de las células suspendidas en la caja
de Petri para que estas se adhieran al fondo de la caja, terminado ese tiempo se lavd
con solucion de fondo (background), la cual contiene: 140mM NacCl, 2mM KCL, 2mM
MgCl2, 1ImM CacClz, 23mM glucosa, 15mM Hepes, y rojo fenol, a un pH de 7.400, con
300-305 mOsm/L, burbujeada con Oo.
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Técnicas y procedimientos

Técnica de fijacidén de voltaje en célula completa

Una vez realizado el procedimiento antes descrito se procedio a la ejecucion del
registro por técnica de fijacion de voltaje en célula completa. Previamente se separaron
los electrodos de registro mediante el estiramiento de tubos de borosilicato tipo
Corning 8250 (WPl 1B120F4) con un Micropipette Puller Modelo p-97 (Sutter
Instrument Co). Mismos que llenaron con solucion interna, la cual contiene: 175mM N-
metil-D-glutamina (NMDG), 40mM Hepes, 2mM MgClz, 10mM &cido etilen glicol-bis (-
aminoetil éter) -N, N, N",N"- tetraacético (EGTA), 12mM fosfocreatina, 3mM NaATP,
0.35mM NasGTP, 0.1mM leupeptina, a un pH=7.3 amortiguado con H>SO4 y 265-270
mOsm/L, por su parte la solucion externa contiene 127mM NaCl, 20mM CsCl, 5mM
BaCl,, 2mM CacClz, 12mM glucosa, 10mM Hepes a un pH de 7.3 amortiguado con
NaOH y osmolaridad de 300-305mOsm/L.

Para realizar el registro electrofisiolégico se necesitd el amplificador “voltage
clamp” Axopatch 1-D (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), ademas de un
digitalizador Digidata 1322A (Molecular Devices Sunnyvale, CA, USA), controlados
mediante el programa pClamp version 9 (Molecular Devices Sunnyvale, CA, USA)
ejecutado por una computadora con procesador Pentium IV (1.5GHz), 1 GB de

memoria RAM y sistema operativo Windows XP SP3.

Una vez teniendo los electrodos, se midio su resistencia en el bafio, la cual se
mantuvo en el rango de 5-10 MQ para poder ejecutar el sello de membrana. Posterior
a la ruptura del sello la resistencia serial se mantuvo por debajo de 25MQ.
Suspendiendo el registro en caso de cambios en la resistencia serial mayor al 50%.
Ya con el sello de membrana establecido (1 GQ de resistencia de acceso), el potencial
de membrana se mantuvo en -60mV en las neuronas piramidales. Como criterio de
inclusion se registraron las neuronas con forma piramidal, un ndmero reducido de
dendritas, caracteristicas morfoldgicas estables y con una capacitancia de alrededor
de 13pF.
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Figura 7. Metodologia de extraccion del tejido cerebral y aislamiento del estrato piramidal del subcampo CA1
de hipocampo.

Agentes farmacolégicos

N-metil-D-aspartato (NMDA) y 7-[4-[4-(2,3-diclorofenil) piperazin-1-il] butoxi]-
3,4-dihidro-1H-quinolin-2-ona (aripiprazol), ifenprodil y cloruro de magnesio seran
obtenidos de SIGMA-Aldrich Company. Para generar las corrientes activadas por
ligando se aplico solucion externa sola y solucion externa + NMDA a través de dos
capilares, formando un angulo de 45° a una distancia de 300 = 100 um de la célula
que se registrd. Es importante mencionar que en los capilares uno de ellos contuvo la
solucion externa o control y el otro con solucion externa + ligando a usar. El intercambio
de soluciones se controlé mediante valvulas solenoides 98302-00 (Cole-Parmer)
reguladas por el sistema Digidata 1322A y una herramienta de control fabricada en el
laboratorio. En cuanto a la aplicacién de soluciones, se expuso a la célula con la
solucion control, posteriormente se aplicé solucidon control + el ligando a usar (NMDA

o NMDA + aripiprazol) durante 3 segundos, para luego regresar a la solucion control.
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Protocolos electrofisiolégicos
Rampa

Una vez realizado tanto el sello como la ruptura de membrana se activé el protocolo
de rampa, el cual consisti6 en cambios de voltaje desde -100 mV hasta +40mV en un
tiempo de 100 ms, esto permitié la apertura de canales dependientes de voltaje de
sodio y calcio. Durante este protocolo se registraron las corrientes idnicas a una
frecuencia de muestreo de 100us/10kHz. El protocolo se mantuvo hasta que se

obtuvieron al menos 12 sweps estables.

El protocolo de rampa tiene la siguiente representacion grafica.

+40 mV

-60 mV

-100 mV

Figura 8. Cambios de voltaje realizados durante el protocolo de rampa, evidenciando mantenimiento de
voltaje en -60mV, posteriormente cambios desde -100mV a +40mV en 100ms.

Aplicacién de NMDA

Posterior a la activacion de la rampa, el potencial de membrana se mantuvo en un
valor de -60mV debido a que es el potencial de membrana en reposo en las neuronas
piramidales de hipocampo de CA1. El protocolo inicio en el tiempo 0, con una duracion
entre cada barrido de 15 segundos, se expusieron a las neuronas al ligando durante 3
segundos, en el caso de NMDA se aplicaron las concentraciones 0.3 uM, 1 uM, 3 puM,
10 puM, 30 pM, 100 pM y 300 pM, una a la vez, asignadas de forma aleatoria. Se
registro la actividad de la corriente i6nica a una frecuencia de 500Hz, es decir un punto
cada 2 milisegundos. Al inicio de cada barrido se aplicé un pulso cuadrado de -70mV
durante 200ms con el objetivo de llevar un seguimiento de los cambios en la resistencia

de membrana. En caso de un cambio del 10% el protocolo fue suspendido. Esta
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condicion se dejo seguir durante 3 o0 4 trazos estables, tomando como control y lavado
el efecto de 100uM de NMDA.

El protocolo de aplicacion de NMDA tiene la siguiente representacion grafica.

Extt NM NMDA

-60 mV 3S

-70 mV

Figura 9. Protocolo de aplicacion de NMDA, demostrando un voltaje de mantenimiento de -60mV, un pulso
cuadrado de -10mV que evallGia cambios en la resistencia de membrana, tiempo de aplicacion de NMDA
durante 3 segundos y una duracion del protocolo de 15 segundos en cada trazo

Protocolo NMDA + Aripiprazol

Las neuronas registradas fueron bafiadas con solucion externa + aripiprazol con
interrupcion de 3 segundos en los cuales se administrt6 NMDA (solo en la
concentracion de 100 pM) + aripiprazol, la cual fue disuelta en solucion externa. Esta
condicion se mantuvo durante 3-5 trazos de corrientes estable. Para este protocolo de
aplicacién se tom6 como control y lavado de cada concentracion de aripiprazol la
corriente provocada por 100 uM de NMDA. Es importante aclarar que se realizé una
curva dosis respuesta de aripiprazol tomando como referencia el valor ECso reportado
por Brust et al., 2015, el cual es 4.1 nM, de forma que se inicié con 10 nM buscando la

concentracion con mayor efecto y la concentracién con menor efecto.
Protocolo NMDA + Ifenprodil y/o magnesio

Con el objetivo de determinar la participacion de las distintas subunidades debido al
efecto de la condicion isquémica sobre NMDA-R y de acuerdo a lo reportado por Xie
et al., 2022 se procedio a realizar evaluar el efecto de ifenprodil sobre NMDA-R. Para
este protocolo las neuronas fueron bafiadas con solucion externa + ifenprodil 1uM y/o

solucién externa + magnesio 50uM con interrupcién de 3 segundos en los cuales se
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expusieron a NMDA (100uM) + Ifenprodil 1uM y/o magnesio 50uM. Farmacos que
fueron disueltos en solucién externa. Esta condicion se mantuvo durante 3-5 trazos de
corriente estable. Se tomo como condicion control la corriente evocada por NMDA
100uM.

Protocolo de tinciéon de Nissl

Método de violeta de cresilo de Vogt para sustancia de Nissl, modificada para cerebro
de rata. Cabe sefialar que previo a la realizacion del procedimiento, se dividieron a las
ratas en 2 grupos de acuerdo a los objetivos 5 y 6, ademas, todos los procedimientos
se realizaron pasados 3 dias de la cirugia.

Procedimiento

Se anestesio a la rata con pentobarbital sédico en una dosis de 40mg/kg, en
ausencia de reflejos y sensibilidad se procedid a realizar la perfusién con
paraformaldehido al 4%. Con instrumentos de diseccion se realiz6 una incisién por
debajo del esternén y se separd del pericardio. Posteriormente se diseccioné la
auricula derecha y se introdujo la canula en el apice del ventriculo izquierdo,
permitiendo el flujo de la solucion. Comenzada la perfusion se dejé pasar un volumen
de 30 ml. Finalizado el proceso se continu6 con la decapitacién y extraccion del tejido
cerebral. Colocando el cerebro en solucién de PFA al 4%.

Pasados 3 dias se realizaron secciones de tejido coronales de 80 um de grosor,
desde 2.56mm - 4.52mm con respecto a bregma, y se fijaron a las laminillas
gelatinizadas al 2%, obteniendo de 12 secciones coronales. Se cubrieron los cortes
con la misma solucion de gelatina para evitar la contraccion y se dejaron secar. Una
vez secos y montados en las laminillas se colocaron en la solucién de violeta de cresilo
“‘ECTH” durante 2.5 minutos. Posteriormente se lavaron en alcohol al 75% durante 1
minuto. Seguidamente se deshidrataron con alcohol al 90% (2) y al 100% (2), y se
aclararon con xileno durante 2 minutos. Finalmente se montaron usando resina

sintética o balsamo de Canada.
Soluciones

e Solucion stock de violeta de cresilo al 2% “ECTH”.
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o Violeta de cresilo — 2mg
o Agua destilada — 100ml|
e Solucion stock estabilizadora de acetato de sodio
o Acetato de sodio — 2mg
o Agua destilada — 1000ml|
o Acido acético glacial — 3ml
e Con las soluciones stock antes mencionadas se preparard la solucion de
trabajo.
o Solucion stock de violeta de cresilo al 2% - 85ml
o Solucion estabilizadora — 165ml

o Volumen total — 250ml

Posteriormente se procedio al conteo de neuronas mediante una muestra en
cada uno de los 12 cortes coronales de 80um de grosor cada 200um con el programa
ImageJ, para lo cual se tomaron fotografias en 20x y se convirtieron en fotografias de
8bits. Posteriormente se dividio la imagen en dos clases de pixeles (modificando la
imagen original a rojo y gris) mediante “thresholding”, luego se convirtio la imagen a
formato binario y se enmascaré el fondo, finalmente se marcaron los bordes para
discriminar el limite de las neuronas y se procedi6 al conteo en el estrato piramidal del

subcampo CA1 de hipocampo.

Andlisis de datos

Los valores en las tablas presentadas, graficas o texto, representaron el valor de la
media de los resultados obtenidos + su error estandar de la media (ESM). Los ajustes
y graficas se realizaron en el programa Origin 9.1 (Microcal Software Inc.,
Northampton, MA). Para el andlisis estadistico, los datos se analizaron mediante una
prueba Shapiro (p<0.05) para determinar el comportamiento de una distribucion
normal. Mientras que las diferencias entre las medias de grupos experimentales se

analizaron mediante la prueba “t” apropiada o un analisis de varianza correspondiente.

En cuestion del andlisis de la curva dosis efecto, se empled un ajuste logistico
tipo sigmoidal con el programa Origin 9.1. La ecuacion que se utilizé en dicho ajuste

es la siguiente:
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AL — 4,

= — 4 A
Y= T3 o

e A;—tamario total del pico

e A — Estado estacionario

e X —Valor de la concentracion
e Xo—-ECS50

Disefio estadistico

Hipotesis estadistica
HO — La aplicacién de aripiprazol no inhibe la corriente que permite NMDA-R en
neuronas piramidales agudamente disociadas de CAl de hipocampo, tanto en el

modelo de accidente cerebrovascular como en el grupo de ratas control.

H1 — La aplicacion de aripiprazol inhibe la corriente que permite NMDA-R en neuronas
piramidales agudamente disociadas de CAl de hipocampo, tanto en el modelo de

accidente cerebrovascular como en el grupo de ratas control.

Pruebas estadisticas

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos inicié con una prueba Shapiro Wilk
(p<0.05) para determinar la distribucion de los datos. La hipétesis nula (Ho) de la
prueba de normalidad es la siguiente: los datos provienen de una distribucién normal.
En caso de que se cumpla la Ho se continud con el andlisis estadistico descrito a

continuacion.

En cuanto el ajuste logistico sigmoidal se empled la ecuacion por el cual esta
definido.

_ Al + (A2 — A1)
- (1+ e—k(log(x)—log(xc))

y

Finalmente, determinado el modelo que mejor describe los datos, se obtuvo el
ajuste de la misma funcion para la informacion del grupo control y para el grupo tratado,
posteriormente se realizé una comparacion estadistica de las curvas a través de la

siguiente ecuacion.
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SM — (SC + ST)
F= k
SC+ ST
NC + NT — 2K

e SM - Suma de residuos al cuadrado (RSS) del ajuste de los datos combinados
de ambos grupos.

e SC - Esla RSS del ajuste de los datos del grupo control.

e ST - Esla RSS del ajuste de los datos del grupo tratado.

e NC - Numero de observaciones para el grupo control.

e NT — Numero de observaciones para el grupo tratado.

e Kk — Numero de parametros utilizados para el ajuste.

Cabe sefialar que esta prueba estadistica sigue a una distribuciéon F con k y NC +
NT — 2k grados de libertad. La eleccion del ajuste y la comparacion estadistica entre
grupos se realizara en el entorno de programacion R con ayuda del paquete drc
(Herndndez-Carballo et al., 2020).

Logistica

Recursos humanos

La presente tesis de investigacion fue redactada y llevado a cabo por el LBM. Luis
Angel Haro Santillan, en el laboratorio de neuromodulacion del instituto de fisiologia
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, a cargo del D.C. Jorge Luis

Valente Flores Hernandez.

Recursos materiales

Para la ejecucion de la presente tesis se necesitd el farmaco ketamina/xilazina (7mg
de ketamina por cada 100 gr de peso de la rata, 30 mg de xilazina en 10 ml de
ketamina) para anestesiar a las ratas. Se utilizaron instrumentos de diseccion para la
cirugia y extraccion del tejido cerebral, como pinzas Kelly recta de 14cm, pinzas de
diseccion sin dientes, bisturi, blefardstato, clips quirdrgicos, hilo de sutura del nimero
1, aguja de sutura, campos estériles y estereotaxico. Un equipo de vibratomo para
realizar los cortes finos del tejido, pipetas Pasteur de diferentes calibres para la
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disociacion mecanica, cajas de Petri de 35mm donde se coloco la suspension de
células, un microscopio para la identificacion y registro electrofisiolégico, tubos de
capilares de borosilicato tipo Corning 8250 (WPI 1B120F4), Micropipette Puller Modelo
p-97 (Sutter instrument Co), solucién interna que se colocé dentro de los capilares,
solucion externa, amplificador “voltaje clamp” Axopatch 1-D (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA), digitalizador Digidata 1322A (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA), equipo de sofware como pClamp version 9 y Windows XP SP3, equipo de
harware como computadora con procesador Pentium IV (1.5GHz), 1 GB de memoria
RAM, valvulas solenoides 98302-00 (Cole-Parmer) y herramienta de control fabricado

en el laboratorio. Farmacos como ligandos NMDA, aripiprazol.

Recursos financieros

La fuente de financiamiento principal para la ejecucién del protocolo de investigacion
fue el monto asignado por vicerrectoria de investigacion y estudios de posgrado (VIEP)
y por el laboratorio de neuromodulacion de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, asi como la beca CONAHCYT asignada al estudiante de posgrado LBM. Luis

Angel Haro Santillan.

Bioética

Norma

Los procedimientos realizados en el presente protocolo seran llevados a cabo bajo la
norma oficial mexicana (NOM)-062-Z00-1999.
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Resultados

Los resultados presentados en este proyecto se obtuvieron de un total de 77 neuronas
registradas mediante la técnica de voltage clamp modalidad whole cell provenientes
de 20 ratas macho Sprague Dawley de 2-3 meses de 250 — 300 gramos. Se registro
la capacitancia con la finalidad de homogenizar la poblacién de neuronas evaluadas
de acuerdo a su tamafo, siguiendo la constante: 1pF/cm?. Encontrando que la
capacitancia media fue 11.21 pF grupo shamy 12.41 grupo ACV con una SD de 2.92
y 3.58, respectivamente (Figura 9) lo cual corresponde a la capacitancia reportada por
Alshuaib et al., 2001 con un valor promedio de 13.45 pF (n=82) para neuronas
piramidales de CAl. Dentro de la muestra se consideraron solamente neuronas con
un sello de membrana >1GQ y una resistencia de acceso del electrodo <25MQ. Con
el objetivo de asegurar que los efectos observados fueron por los farmacos evaluados

y no por cambios en la resistencia de membrana.

12+ Ntotal Mean SD  Min Max
Sham 36 11.21 292 569 18.37
ACV 41 1241 358 6.24 21.20
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Figura 10. Histograma de capacitancias de neuronas piramidales del subcampo CA1 del hipocampo dorsal
registradas mediante la técnica de voltage clamp.

Ademas, se realizo un conteo de neuronas piramidales de CA1 de hipocampo
bajo los siguientes criterios, se realizaron 12 coronales de 80 um de grosor cada
200uM y se capturaron fotografias en 20x, para una muestra de 1 rata stroke y 1 rata

sham, posteriormente cada fotografia se analiz6 en imageJ. Al realizar el test t-Student
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para muestras independientes no se obtuvieron diferencias significativas t= -0.3693,

p>0.05.
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Figura 11. A) Imagenes representativas de la tincién de Nissl en CA1 de hipocampo. B) Conteo de somas de
neuronas del estrato piramidal del subcampo CA1 de hipocampo en grupo sham y grupo control no muestra
diferencias estadisticamente significativas tras realizar el test t-student t=-0.3693, p>0.05

Hud la

viabilidad celular a través del protocolo de rampa, el cual consisti6 en cambios de

voltaje desde -80mV hasta +40mV en 100ms. Generando corrientes de Na* (Ina 2

1000pA) y corrientes de Ca?* (Ica 2 200pA). En relacién a la problematica expuesta,

Wang et al., 2007 sugiere que uno de los elementos principales en la fisiopatologia de

los ACV es NMDA-R, en consecuencia, se estudio la neurotransmision glutamatérgica
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Figura 12. Curvas dosis-respuesta de la corriente iénica evocada por NMDA-R a) Pico de Invoa para el grupo
shamy el grupo ACV, F=11.025, p=0.001, el test post-hoc Tukey demuestra p<0.05 en la concentracion de
300pm. b) Estado estacionario de Invpa, F=1.406, p>0.05.
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mediante la evaluacion electrofisiologica de NMDA-R en las neuronas piramidales de
CA1 de hipocampo. Se realizé una curva dosis-respuesta desde 0.3 uM hasta 300 uM
abstrayendo los datos del pico, el estado estacionario y la tau, estos valores se
ajustaron a una funcion sigmoidal obteniendo una EC50 para el pico de 38.61 + 4.56
pA/pF y una pendiente de 1.52 + 0.09. A fin de comparar las alteraciones en la cinética
de la corriente de NMDA-R con la condicion de isquemia, se procedid a caracterizar la
neurotransmision glutamatérgica a cargo de NMDA-R en el grupo de ratas a las cuales
se les realiz6 el procedimiento quirtrgico completo de ACV mediante el modelo de 4-
VO; ajustando los datos a una funcion sigmoidea se obtuvo una EC50 para el pico de
31.13 + 6.56 pA/pF y una pendiente de 1.16 + 0.1. A consecuencia de esta serie de
experimentos se realiz6 una prueba estadistica ANOVA (p<0.05) de dos vias para
cuantificar la diferencia entre grupos obteniendo F = 11.025, p = 0.001, es decir se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. El analisis
post-hoc mediante el test Tukey (p<0.05) demostro que la concentracién con diferencia
estadistica entre grupos fue la de 300 uM. Estos resultados sugieren que el pico de
Invpa Se reduce significativamente en el grupo de ACV con respecto al grupo sham.
Por otro lado, en la evaluacion del estado estacionario (SS), definido como el estado
de la Invba donde el numero de receptores abiertos y cerrados se mantiene
relativamente “constante” en las neuronas registradas, se obtuvo una EC50 para el
grupo sham de 34.23 + 12.75 pA/pF y una pendiente de 1.23 = 0.2, en el caso del
grupo ACV la EC50 fue 22.68 + 8.61 pA/pF y una pendiente de 0.98 + 0.13. El analisis
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Figura 13. Efecto de 1uM de ifenprodil y de 50 pM de Mg?* sobre Invoa €n el grupo sham y en el grupo ACV a)
Efecto de ifenprodil sobre el pico de Invpa, t=2.38, p=0.03, efecto de Mg2+ sobre el pico de Inwpoa, t= -3.28,
p=0.0004 b) Efecto de ifenprodil sobre el ss de Inupa, t=1.13, p=0.0.27 y efecto de Mg?* sobre el SS de Invpat=-
0.53, p=0.06
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estadistico ANOVA de dos vias refleja que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre grupos F = 1.406, p > .05. Sugiriendo que el efecto del tratamiento

se aplica exclusivamente en el pico de Invpa, NO asi en el SS.

Dado la reduccion de la sensibilidad a NMDA en la condicion de isquemia se
llevé a cabo una serie de experimentos, no incluidos en los objetivos, para evaluar la
participacion de las subunidades del NMDA-R, que la literatura reporta se puede
afectar después de un proceso isquémico. Esto con el objetivo de explicar los
resultados previos y demostrar que el efecto observado en la condicion isquémica es
por alteraciones en las subunidades de NMDA-R. Similar a lo reportado por Xie et al.,

2022 mediante estudio in vitro.

Se evalud la participacién de GluN2B mediante su bloqueo con ifenprodil 1uM,
ademas, con el objetivo de comparar los efectos analizados con el ifenprodil también
se registré el efecto de Mg?* 50uM un bloqueador del poro de NMDA-R. En la
evaluacion del pico de la corriente ionica con ifenprodil 1uM se obtuvo un porcentaje
medio de reduccion de la corriente de 56.89 + 18.15% para el grupo sham, mientras
que el porcentaje de reduccién de la corriente para el grupo de ratas isquémicas fue
de 73.08 + 9.32%, tras el analisis estadistico mediante el test t-Student para muestras
independientes se obtuvo t = 2.38, p = 0.03*. De manera similar se procedio al analisis
del estado estacionario en los mismos registros electrofisiolégicos con una media de

83.97 + 9.27% para el grupo sham y 78.41 + 11.11% para el grupo de isquemia, sin
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Figura 14. Curvas dosis-respuesta de la corriente iénica modulada por aripiprazol desde 3nM hasta 300nM a) Pico
de Invpa para el grupo shamy el grupo ACV, F=11.025, p=0.001, el test post hoc Tukey demuestra p<0.05 en la
concentracion de 300uM. b) Estado estacionario de Invpa, F=1.406, p>0.05.
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embargo, el test t-Student para muestras independentes no demuestra diferencias
estadisticamente significativas t = 1.13, p = 0.27. Por otro lado, se procedié a la
evaluacion del efecto de Mg?* 50uM sobre el pico de la corriente idnica de NMDA,
obteniendo un porcentaje de reduccion medio de 61.39 + 13.85% para el grupo sham,
mientras que el grupo de ratas isquémicas tiene una media de 77.64 + 6.97%, tras el
analisis estadistico con la prueba t-student para muestras independientes se obtuvo t
= -3.28, p = 0.004***. No obstante, en el andlisis del estado estacionario la media fue
de 84.3 + 10.28% para el grupo sham y 82.27 + 5.96% para el grupo de ratas
isquémicas, sin cambios estadisticamente significativos al realizar la prueba t-Student
t=-0.53, p = 0.60.

En relacion a la problematica expuesta en los antecedentes, dado el efecto del
ACV y los cambios generados sobre la corriente idnica de NMDA, se procedio a la
evaluacion del efecto del aripiprazol debido a que puede ser un modulador de Invpa
mediane la activacion de receptores acoplados a proteinas Gi y con el objetivo de
revertir los efectos evocados por la isquemia, se realizd una curva dosis respuesta
desde 3 nM hasta 300 nM, de aripiprazol en neuronas piramidales de CAl de
hipocampo abstrayendo los datos de pico, estado estacionario y tau. Los datos del
pico se compararon mediante una prueba de varianza ANOVA obteniendo F = 14.71,
p < 0.01, el test post-hoc Tukey evidencié una diferencia entre grupos en la
concentracion de 10 nM de aripiprazol al evaluar el pico, lo que sugiere una reduccién
significativa del efecto de aripiprazol en el grupo ACV (-2.73%), no obstante, el grupo
sham denota una potenciacion del 90.82%. Por otro lado, el estudio del estado
estacionario evidencio diferencias significativas entre grupos tras realizar una prueba
ANOVA (F = 29.45, p < 0.01) y un analisis Tukey post-hoc que demuestra diferencias
entre grupos en la concentracion de 300nM, dado que en el grupo sham el porcentaje
de efecto fue 64.57%, contrario a lo denotado por el grupo ACV con un porcentaje de
efecto de -58.03%. Consecuentemente se valuo el efecto sobre la constante de
desensibilizacion tau y no se encontraron diferencias significativas luego de realizar

una prueba estadistica ANOVA de dos vias p > 0.05
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Discusion

Dada la importancia del receptor NMDA-R tanto en el sistema glutamatérgico como en
la fisiopatologia de los accidentes cerebrovasculares, en este estudio se evalud la
participacion del receptor en la fisiopatologia de la isquemia en el modelo de oclusion
4-VO demostrando una disminucién en la conductancia de NMDA-R en el grupo
isquémico concordante con lo reportado por Xie et al., 2022 en donde demostraron
una reduccion del pico y del estado estacionario bajo condiciones de estrés isquémico
en cultivo de neuronas corticales de ratas de 1 dia posnatal. Ademas, evidenciaron
que la reduccién en la conductancia de NMDA-R en condiciones de bajo oxigeno y
glucosa es debido a una disminucion en la expresion en membrana de la subunidad
GIluN2B, debido a esto evaluamos el efecto de ifenprodil 1uM un bloqueador de la
subunidad GIuN2B y Mg?* 50uM un bloqueador del poro de NMDA-R. En estos
experimentos demostramos un aumento del efecto de ifenprodil en el pico de la
corriente ionica de NMDA 100 pM en el grupo de ratas isquémicas, ademas
evidenciamos un aumento del efecto de Mg?* también en el pico del grupo de ratas
isquémicas, no obstante, en el estado estacionario no se encontraron diferencias
significativas entre grupos. Estos resultados en conjunto denotan una disminucion de
la conductancia de NMDA-R evaluado en la curva dosis respuesta y un aumento en el
blogueo por ifenprodil, sugiriendo mayor participacion de la subunidad GIuN2B de las
corrientes ionicas evaluadas, contrario a lo reportado por Xie et al., 2022. Lo cual se
puede deber a cambios en el ratio de las subunidades GIUN2B/GIUN2A, mismas que
son los subtipos predominantemente expresados en CAl de hipocampo de ratas
adultas (Gray et al., 2011), ademas, la expresion de las distintas subunidades de
NMDA-R cambia con la edad posnatal, aumentando la expresién de GIuN2B en etapas
tempranas del desarrollo, en cambio la subunidad GIUN2A se expresa en mayor
medida durante la adultez, por lo que los resultados obtenidos en este proyecto pueden
ser el reflejo de la expresion diferencial de las subunidades de NMDA-R de acuerdo a
la edad posnatal evaluada (Corbel et al., 2015).

Por su parte Chen et al., 1999 reporta que el pico de la corriente i6nica mediada

por las subunidades GIuN1/GIuN2A es cuatro veces mayor que el pico de la corriente
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ionica mediada por GIuN1/GIuN2B debido a que la probabilidad de apertura es de dos
a cinco veces mayor. En conjunto, las corrientes idnicas de menor amplitud de NMDA-
R evaluado en la curva dosis respuesta y el aumento de la sensibilidad a ifenprodil
sugieren una posible reduccion de la expresion de GIuN2A en la condicion isquémica
en las neuronas piramidales de CAl1 y un aumento en la expresion de GIuN2B,
cambiando el fenotipo neuronal maduro que expresa predominantemente GIuN2A a

un fenotipo inmaduro que expresa predominantemente GIuN2B (Acutain et al., 2021).

En paralelo, se evaluo si los efectos evidenciados fueron debido al resultado de
la muerte neuronal propia de la cirugia isquémica, no obstante, no se encontraron
diferencias en la cuantificacion del nimero de neuronas en el subcampo CA1l de
hipocampo entre grupos a diferencia de lo reportado por Ordy et al., 1993, donde
evidencian reduccion del numero de células viables a partir del tercer dia
postquirdrgico en ratas SD, probablemente las diferencias radiquen en la variante
metodoldgica quirdrgica realizada en el presente proyecto de investigacion, dado que
la cirugia se llevé a cabo en el mismo dia a diferencia del proceso quirdrgico expuesto
en la bibliografia, donde se involucran 2 fases. Ademas, la tincion se realizé6 mediante
la técnica de hematoxilina y eosina a diferencia de la tincion de Nissl que se utilizé en
este proyecto, por ultimo, no se discrimino entre células viables y no viables durante la

cuantificacion en este trabajo de investigacion.

Por otro lado, hasta el momento actual no existen reportes de la interaccion de
aripiprazol sobre la corriente idénica de NMDA-R, sin embargo, se ha demostrado su
efecto neuroprotector aumentando los niveles intracelulares del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), de la proteina glucdgeno sintetasa cinasa 3 beta (GSK-
3B) y de la proteina de linfoma de células B2 (Bcl-2; Park et al., 2009). Ademas, inhibe
la neurotoxicidad inducida por glutamato en un 40% en cultivos de neuronas corticales
embrionarias de ratas (Koprivica et al., 2011). Asi mismo se ha reportado que el
aripiprazol mejora la coordinacién y el balance en un modelo de oclusion de la arteria
cerebral media en ratones, tiene un efecto neuroprotector evaluado en las neuronas
dopaminérgicas del estriado y disminuye la activacion microglial (Gil et al., 2017).

Paralelamente, aripiprazol evoca la activacion de receptores acoplados a proteinas G
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tales como 5-HT1A y la familia de D2 de dopamina (predominantemente D4 en las
neuronas piramidales de CA1 de hipocampo; Kotecha et al., 2002), ambos receptores
acoplados a proteina G;. La evidencia indica que reduciria la corriente idbnica de NMDA-
R dado un blogueo de la activacién de la proteina cinasa A (Raman et al., 1996; Tingley
et al., 1997), no obstante en el presente proyecto de investigacion demostramos que
en la condicibn sham, aumento el pico de la corriente ibnica y solo provoco aumento
en el estado estacionario en la mayor concentracion evaluada, por el contrario en la
condicién isquémica no provoco cambios en el pico de la corriente y en el estado

estacionario disminuyo la corriente.

En el trabajo de investigacion de Segnitz et al., 2011 se demostré que la
administracion cronica de aripiprazol durante 4 semanas y 4 meses aumenta la
expresion relativa del ratio GIUN2A/GIUN2B en neuronas del hipocampo dorsal dentro
del subcampo de CA1l, es decir, aripiprazol promueve la expresion de la subunidad
GIuN2A. De manera que una posible explicacion en el aumento de la corriente ibnica
observada en el grupo sham puede ser por mayor disponibilidad de NMDA-R, mismo
gue puede estar regulado a través de la activacion de los receptores D2, ya que
conducen a la modulacion de la via Akt-GSK3[ (glicogeno sintetasa cinasa -33; Pan y
Deng, 2019). Pan y Deng, 2019 demostraron que ratio de Akt fosforilada (pAkt) y
GSK3p fosforilada (pGSK3B) incrementan en el area ventral tegmental y en la
sustancia negra tras la administracién de aripiprazol durante 7 y 10 dias, por lo que
sugieren un aumento de su actividad. Ademas, Barr y Unterwald, 2020 sugieren que
la activacién de los receptores D2 promueve al acople de PP2A y B-arrestina2 junto
con Akt, disminuyendo su actividad basal, lo que permite a GSK3[3 encontrarse en su
forma activa. Dentro de las funciones de GSK3( se encuentra la modulacién de la
localizacion y de la funcion de NMDA, especialmente los receptores conformados por
las subunidades GIuN1 y GIuN2B (Barr y Unterwald, 2020).

Por otro lado, se ha propuesto que la inhibicion tanto de mTOR como de GSK33
previene el dafio neuronal inducido por la sobreactivacion de NMDA-R (Swiatkowski
et al.,, 2017). En sumatoria, el aripiprazol tras la activacion de D2-R promueve la

disminucién de la actividad de Akt, permitiendo la activacién de GSK3[ y este a su vez
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es capaz de externalizar a NMDA-R, lo que podria explicar el aumento de la corriente
i6nica del receptor en los experimentos electrofisiolégicos realizados. No obstante,
aripiprazol no ejerce efectos de potenciacion ante una lesion isquémica, es este trabajo
demostramos que su efecto es nulo en el pico de la corriente idnica o incluso inhibe la
corriente en el estado estacionario. Efecto que puede ser activado por el aripiprazol a
través de los receptores 5-HT1A, dado que su activacion promueve el acople de
PI3K/Akt, fosforilando a su vez a GSK3p inhibiendo de esta manera su actividad. A
consecuencia, aripiprazol puede estar activando preferentemente a los receptores D2
en la condiciéon sham y estos a su vez mediante la actividad de GSK3[3, aumentan la
disponibilidad de NMDA-R, aumentando la conductancia de la corriente ibnica por un
mayor nimero de receptores en la membrana. A diferencia de la condicion de ACV
donde se puede estar activando preferentemente 5-HT1A mismo que acopla PI3K/Akt
inhibiendo la actividad de GSK3B disminuyendo la conductancia en el estado

estacionario.

En la investigacion de Tarazi et al., 1998 se demuestra que tras una lesion con
acido kainico en hipocampo de forma unilateral, provoca la disminucion de la expresion
en membrana de los receptores de dopamina D1 (75%), D2 (77%) y D4(79%). Lo que
explicaria la baja activacién de los receptores D4 por parte del aripiprazol en la
condicion isquémica, mientras que el receptor 5-HT1A ha sido considerado como un
receptor “diana” ante los accidentes cerebrovasculares capaz de reducir el area de
infarto en un modelo de oclusién de arteria cerebral media y aumentar marcadores
moleculares como BNDF importantes para activar mecanismos de neuroplasticidad
(Mauler y Horvath, 2005; Aguiar et al., 2020).
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Conclusiones

1. En el modelo de oclusion de 4 vasos sanguineos se redujo significativamente
el efecto maximo de la corriente en la curva dosis respuesta a NMDA.

2. Aripiprazol potencia la corriente iénica de NMDA-R en la condicion sham,
mientras que en la condicion isquémica disminuye la corriente ionica en el
estado estacionario.

3. En la condicion de ACV aumenta la sensibilidad a 1uM de ifenprodil y 50uM a
Mg?*.

4. No se encontraron diferencias en el nimero de neuronas piramidales en el

estrato piramidal del subcampo CA1 de hipocampo.
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