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1. Resumen.

La dapsona es un antibiético patentado como un neuroprotector con propiedades
antiinflamatorias, antiapoptoticas y antioxidantes, por lo que se ha considerado un
farmaco potencial para el tratamiento de ciertas enfermedades (Diaz-Ruiz, y otros,
2022). Se ha investigado el efecto de la dapsona en la corriente de NMDA (INMDA)
por su relacion con la excitotoxicidad, donde se ha demostrado una disminucion (Rios,
y otros, 2003).

Tradicionalmente se ha propuesto que la INMDA requiere obligatoriamente la
presencia de glicina como coactivador del canal (Johnson & Ascher, 1987). Por otro
lado, un estudio muestra que tras la aplicacion de 10 uM de acetilcolina, la actividad
del canal se potencia, revelando que la acetilcolina se une de forma similar al sitio de

glicina en la subunidad GluN1 (Islas, y otros, 2022).

El proyecto experimental se realizé en apego a los lineamientos establecidos por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio con una revision
exhaustiva, quedando registrado con la clave 100317188-UALVIEP-24/2. Se
registraron las capas V y VI de la corteza motora primaria de ratas macho Wistar
prepuberes de 30 dias. Todos los procesos experimentales se realizaron en ausencia
de glicina, aplicando dapsona a concentraciones 1, 10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30,
y 100 uM para establecer si el efecto era dosis dependiente y posteriormente
acetilcolina 10 nM (correspondiente a una concentracion fisiologica) en las
concentraciones 1 nM, 100 nM y 1 uM de dapsona para comparar su efecto en la
INMDA.

Se registraron un total de 72 neuronas piramidales mediante la técnica de patch clamp
en la modalidad de whole cell, de las cuales 59 se emplearon para la curva dosis
respuesta de la dapsona. Se obtuvo un mayor efecto de potenciacion en 1 nM, con
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones 1y 30 nM respecto
al, 3y 10 uM. Para determinar el efecto que ejerce la acetilcolina 10 nM, se registraron
un total de 13 células, coaplicando las concentraciones 1 uM, 100 y 1 nM de dapsona.

Los resultados muestran una diferencia con significancia estadistica entre 100 nM



respecto a 1 nM y 1 uM, asi como una disminucion de la potenciacion a 1 nM y un

aumento de la potenciacion a 100 nM y 1 uM respecto al efecto de la dapsona.

El NMDAR ha demostrado un efecto dual tras la aplicacion de dapsona en ausencia
de glicina, ya que se observaron potenciaciones e inhibiciones de la INMDA. Estos
resultados pueden atribuirse a la ausencia del coagonista, al arreglo de subunidades
y ubicacion del receptor a nivel sinaptico y extrasinaptico, asi como a un efecto de
modulacién alostérica por parte de la dapsona. Por otra parte, la acetilcolina podria

estar ejerciendo su efecto como un plausible modulador alostérico.



2. Introduccion.

Gbomez-Gomez (2018) demostrd que la dapsona en concentraciones 1, 3, 10, 100, 300
nM, 1, 3, 10, 30, 100 uM disminuyen la corriente de NMDA (INMDA) en neuronas
piramidales de la capa V y VI de la corteza motora primaria (M1), con un efecto maximo
en 1 uM, sin embargo, la metodologia empleada para realizar dichos experimentos se
contemplé el uso del aminoacido glicina como el coagonista clasico del receptor NMDA
(NMDAR). Por otra parte, se ha demostrado que los metabolitos de la dapsona sobre
el NMDAR disminuyen la corriente sin que dicha modulacion sea voltaje dependiente;
ademas, se observd que el efecto de los derivados de la dapsona es reversible y
sugirieron que dicha modulacion es mediada por la subunidad GIluN1 (Garcia-Palafox,
y otros. 2021).

Por otra parte, un estudio in silico revel6 que la ACh podria estar ejerciendo su
modulacion mediante la interaccion directa con el NMDAR, especificamente en el sitio
de union al coagonista en la subunidad GIuN1 y observaron que la aplicacion de
acetilcolina a una concentracion de 10 uM aumenta la INMDA en ausencia del

coagonista (Islas, y otros, 2022).

En vista de las anteriores investigaciones, el objetivo principal de este proyecto
experimental fue determinar el efecto de la dapsona a diferentes concentraciones en
las capas V y VI de la M1 de rata en ausencia de glicina, realizando una curva dosis
respuesta para determinar si la reduccion de la corriente ejercida por la dapsona y sus
metabolitos es consistente cuando se estudia el efecto del NMDAR en ausencia del
coagonista clasico. De este modo, dado que la acetilcolina ejerce un efecto modulador

sobre el receptor estudiado, se evalué el efecto de su coaplicacion con la dapsona.

Para llevar a cabo esta investigacion, se utilizaron ratas macho Wistar prepuberes de
30 dias de edad con un peso aproximado de 100-120 g, de las que se utilizé la M1
para aplicar en las neuronas agudamente disociadas concentraciones 1, 10, 30, 100,
300 nM, 1, 3, 10, 30, y 100 uM de dapsona, asi como coaplicar una concentracion 10
nM de Acetilcolina, ambas en ausencia de glicina para realizar una curva dosis

respuesta y establecer el efecto de la acetilcolina en la INMDA, respectivamente.
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3. Antecedentes.

3.1. Antecedentes generales.

3.1.1. Corteza motora.

La corteza motora ejerce control sobre los muasculos axiales y apendiculares del
cuerpo, se clasifica en la corteza premotora, la corteza motora primaria y el area
motora suplementaria (Figura 1). La corteza motora primaria (M1) se localiza en el giro
pre central y parte del I6bulo paracentral anterior, contiene células piramidales (Betz)
e interneuronas; generalmente no controla musculos individuales directamente, sino
gue parece controlar los movimientos individuales o la secuencia de movimientos que
requieren la actividad de multiples grupos neuronales (Arslan & Orhan, 2016; Knierim,
2020).

Primary motor cortex
Premotor cortex
— Supplemental motor area

Figura 1. Representacion de la corteza motora primaria en el cerebro humano. A) Vista lateral. B) Vista
superior. C) Vista sagital. Se representa la corteza motora primaria, la corteza premotora y el area
motora suplementaria, en la vista lateral, superior y sagital del cerebro humano para representar.
(Tomada de Knierim, 2020)

La organizacion funcional de la M1 sugiere una caracteristica especial para las
columnas corticales representadas en esta zona que permite controlar en estos casos
la accion de musculos particulares donde, ademas, tractos individuales o en conjunto

integran movimientos mas complejos (Purves, y otros, 2001).

La incertidumbre de la intricada red de comunicacion neuronal ha generado una
investigacién con la finalidad de identificar y catalogar diferentes tipos celulares y sus
conexiones neuronales mediante un censo celular multimodal y un atlas de la corteza

motora primaria de los mamiferos. Este estudio colectivo demostré que la estructura
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se conserva en multiples especies como el ratén, el mamifero titi y el humano,
estableciendo un marco unificador y mecanico de la organizacion neuronal a este nivel
de la corteza de mudltiples capas (BRAIN Iniciative Cell Census Network (BICCN),
2021).

3.1.1.1. Capas celulares.

La corteza motora primaria es agranular con neuronas motoras superiores que
generan potenciales de accion hasta la médula espinal conectandose a la neurona
motora inferior a través del glutamato; se divide en 6 capas diferenciadas por su
citoarquitectura y funcion cortical, la capa | es molecular o plexiforme, la capa Il
granular externa, la capa Il piramidal externa, la capa V granular interna y la capa VI
fusiforme (Figura 2) (Yip & Lui, 2022; Jacobson y otros, 2014).

La capa V contiene neuronas piramidales de tamafio mediano y grande, con apices
dendriticos que se extienden hasta la superficie exterior del cerebro. En la corteza
motora primaria se conocen como células piramidales de Betz por ser muy grandes;
estas neuronas dan lugar a la mayor parte de los axones y fibras que se proyectan a
regiones subcorticales. Por otro lado, la capa VI se compone por neuronas pequefias
gue pueden ser estrelladas, piramidales o fusiformes que también dan lugar a fibras

gue terminan principalmente en el talamo (Cechetto & Topolovec, 2002).
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Corteza prefrontal de Corteza motora primaria Corteza parietal de Corteza visual primaria
asociacion asociacion

1
Imml

1l

11| E——

Vi

Figura 2. Comparacion de las capas celulares de la corteza cerebral. Representacion esquematica
para diferenciar el tipo celular entre las capas | a la VI entre la corteza prefrontal de asociacion la
corteza motora primaria, la corteza parietal de asociacion y la corteza visual primaria. (Modificada
de Amaral & Strick, 2013)

3.1.1.2. Columna cortical como unidad funcional.

Las columnas corticales son un patrén de conectividad, donde las neuronas se
distribuyen en un arreglo vertical y se dividen en diferentes capas ayudando a
considerar que todas las neuronas dentro de la misma columna son una poblacion
Unica. Este arreglo columnar sugiere que las poblaciones localizadas de neuronas
pueden agruparse, considerando cada una como un grupo homogéneo de neuronas
con propiedades intrinsecas y campos receptivos similares (Gerstner, y otros, 2013;
Molnér, 2013).

3.1.1.3. Células piramidales.
Las células piramidales predominan en la corteza motora, se caracterizan por una
morfologia piramidal o de lagrima con alrededor de 20-120 um de didmetro, dendritas
apicales y basales, asi como un axén que proyecta a la corteza cerebral (Johnns,

2014). A pesar de que la mayor poblacion celular estd dada por las neuronas
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piramidales, existen algunas variaciones morfoldgicas entre las diferentes capas de la
columna cortical para la corteza motora, caracterizando la capa V con arborizaciones
basales y apicales, a diferencia de la Il, Ill y VI con ramificaciones mas prominentes
(Figura 3) (Feldmeyer, 2015; Bekkers, 2011).

La variaciéon entre las dendritas basales y apicales para las neuronas piramidales de
la capa V permite una mayor cantidad de proyecciones y patrones en el procesamiento

de la informacion (Takata, y otros, 2021).

Neocortex
Layer 2/3 Layer 5A Layer 58 Layer 6

Figura 3. Esquema de la morfologia de las neuronas piramidales en las diferentes capas de la
neocorteza. Representacion de la morfologia neuronal piramidal en las capas 2/3, 5y 6 de la
neocorteza donde se observan las diferencias entre las dendritas basales y las apicales. En las
capas 2/3 hay una mayor proyeccion de las dendritas a diferencia de las capas 5y 6 que se
caracterizan por mayor proyeccién a nivel del soma. (Tomada de Bekkers, 2011)

Las neuronas piramidales son el mayor tipo de poblacion celular considerada
excitatoria en la corteza de los mamiferos, recibe entradas tanto excitatorias
(glutamatérgicas) como inhibitorias (GABAérgicas) y conforman dos tercios de las

neuronas en la corteza cerebral de un mamifero (Froéhlich, 2016).

Al ser el tipo celular mas abundante, se sugiere que son necesarias para procesar

sefales externas y el control motor, asi bien son células variables a nivel estructural
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incluyendo somato dendritico, lo que les provee de diferentes patrones de conectividad

y adaptacion a tareas especificas de sefalizacion (Feldmeyer, 2015).

Uno de los principales neurotransmisores involucrados en el control de la corteza
motora es el glutamato, cuyo mecanismo de accién se ejerce a través de receptores
dependientes de ligando y receptores metabotropicos; la descripcion estructural de los
receptores ionotrépicos como el AMPA, NMDA y Kainato revela un conjunto complejo
de multiples dominios extracelulares unidos a un elemento formador de poros que en

su activacion permite la entrada de iones mono y bivalentes (Traynelis, y otros, 2010).

3.1.2. Receptor NMDA.

El receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDAR) es un canal ionotrépico cuyo ligando
enddgeno es el glutamato, caracterizado por mediar el paso de cationes como el Ca?*,
el Na* y el K* que llevan a la neurotransmision excitatoria en el Sistema Nervioso
Central; puede encontrarse en la neurona pre y post sindptica e intervenir en la
plasticidad, el aprendizaje y la memoria, asi como en procesos fisiopatolégicos

(Hansen, y otros, 2018).

Estructuralmente, el NMDAR dispone de un arreglo heterotetramérico de dimeros
compuestos por las subunidades GluN1-GIuN2 donde cada subunidad se conforma
por cuatro dominios funcionales que le proporciona una variedad de propiedades.
Dependiendo de la conformacion estructural del NMDAR dadas por la combinacion de
las subunidades mencionadas, contribuyen a las caracteristicas, cambios
conformacionales y funciones; por otra parte, el receptor posee un sitio de magnesio,
uno de unién al glutamato, uno de reconocimiento al coagonista y uno de poliamidas
() (Paoletti, y otros, 2013; Flores-Soto, y otros, 2012).
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Figura 4. Estructura cristalizada del NMDAR donde se observan los sitios de unién al ligando en las
subunidades GIuN1 y GIuN2. Representacion estructural del NMDAR resaltando en un circulo azul el
sitio de unién a glicina en la subunidad GIuN1 y resaltando en un circulo amarillo el sitio de unién al
glutamato en GIuN2. (Modificada de Hansen, y otros, 2018)

Las diferentes subunidades del NMDAR son codifican por genes, para NR1 hay al
menos ocho isoformas variantes y cuatro genes que codifican para las subunidades
GIuN2A, GIuN2B, GIuN2D (Llansola, y otros, 2005). Esta diversidad genética permite
una variacion en el arreglo del receptor, que al realizar diferentes permutaciones con

la subunidad (Figura 5), obtenemos distintos conjuntos que podrian tener diferentes

GIuN2C | GluN2D |
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Figura 5. Posibles combinaciones en permutacion de un NMDAR para la subunidad GIuN2.
Representacion de las posibles permutaciones para la subunidad GIuN2 (A, B, C, y D) para la
formacién del homodimero o heterodimero. (Tomada de Hanson, y otros, 2024)
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La expresiéon de la subunidad GIuN2 y GIuN3 en el cerebro de raton depende de su
etapa de desarrollo, en el nacimiento a nivel de la M1 hay arreglos de subunidades
GIuN3B y GIuN2B a diferencia de la etapa adulta con una mayor expresion de
subunidades GIuUN2A y GIuN2B con GIuN1 (Figura 6); por otro lado, la expresién de
GIuN3B aumenta lentamente a través del desarrollo y en la etapa adulta se expresa

en altos niveles en las neuronas motoras (Paoletti, y otros, 2013).
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Figura 6. Perfil de desarrollo de la expresion de la subunidad GIuN2 y GIuN3 en el cerebro de raton.
Perfil de desarrollo de la expresion de la subunidad GIuN en el cerebro de raton desglosando el dia
de nacimiento el dia postnatal (P0), 2 semanas después del nacimiento (P14) y la etapa adulta.
(Tomada de Paoletti, y otros, 2013)

El arreglo estequiométrico del NMDAR le otorga una diferente permeabilidad al Ca?*,
una sensibilidad al Mg?* extracelular que actia como un antagonista y una variedad de
sitios de unién para ligandos enddégenos o agentes farmacoldgicos que pueden actuar
en el receptor. Estos son sitios potenciales para posibles moduladores extracelulares
que se han unido a las subunidades GIuN2A y GIuN2B con una alta afinidad; de este
modo, el receptor presenta diferentes propiedades biofisicas y farmacolégicas que le

confieren caracteristicas fundamentales para su funcion (Paoletti & Neyton, 2007).

Asi como el NMDAR es un canal permeable a Ca?* gracias a la funcién del glutamato
como agonista, puesto que el NMDAR es un canal permeable a Ca?* dependiente del
glutamato para su activacion, un exceso de este neurotransmisor se ve implicado en
la fisiopatologia al aumentar el influjo del cation que bajo diversos mecanismos llevan
a la excitotoxicidad y posterior efecto patoléogico como la isquemia, enfermedades

neurodegenerativas, por mencionar algunas (Chaffey & Chazot, 2008).
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Se ha buscado modular el NMDAR como diana terapéutica para el tratamiento de
problemas donde interviene el receptor ya que son pocos los que se han aprobado
clinicamente, es por lo anterior que ha incrementado el interés en la investigacion
farmacoldgica de los sitios de unién en las subunidades, la fisiologia y estructura del
receptor para su modulacion, donde las sustancias potenciales serian tratamientos
prometedores y especificos para ciertas enfermedades (Strong, y otros, 2014; Ahmed,
y otros, 2020).

3.1.2.1. Mecanismo de accion del NMDAR.

La asociacion de ciertos ligandos a los sitios de unidn en canales ionotrépicos genera
una activacion de estos, que se transfiere como una sefial entre neuronas; la union del
agonista glutamato a la subunidad GIUN2A y el coagonista a la subunidad GIluN1
generan un cambio conformacional en el NMDAR (Figura 7). En el estudio del NMDAR,
se ha encontrado que tienen mecanismos de accion distintos, probablemente por sus
diferentes funciones fisioldgicas donde se ha correlacionado al glutamato como un
neurotransmisor y a la glicina como un modulador (Yu & Lau, 2018).
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Figura 7. Representacion tridimensional de la unién de glutamato a la subunidad GIuN2A y glicina en
GluN1.Representacion de la interaccién del glutamato a la subunidad GIUN2A y el coagonista en
GIluN1, resaltando el sitio de union al ligando en la subunidad. (Tomada de Yu & Lauc, 2018)
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Inicialmente, el poro del NMDAR se encuentra bloqueado por Mg?* del liquido
extracelular, que perdera su afinidad conforme inicia la despolarizacion, sin embargo,
cladsicamente se ha propuesto que el NMDAR también requiere de la union del
glutamato y coagonistas como los aminoacidos glicina y serina para activarse y permitir
el flujo catidnico; cabe destacar que la funcién fisiolégica del sitio del coagonista no se

ha esclarecido, pero, es asociada como diana farmacoldgica (Nestler, y otros, 2017).

3.1.3. Dapsona.

La dapsona (4, 4" -diamino-difenil sulfona) (Figura 8) es un compuesto derivado de las
sulfonas usualmente descrito por su actividad antimicrobiana, sin embargo, diversos
estudios han demostrado que la dapsona regula o disminuye los principales
mecanismos de dafio, asi como los involucrados en la muerte celular, concluyendo en

sus efectos neuro y citoprotectores (Diaz-Ruiz, y otros, 2022).

Figura 8. Estructura tridimensional de la dapsona (4, 4 -diamino-difenil sulfona). Representacion de
la estructura tridimensional de la dapsona, representando el azufre (amarillo), el oxigeno (rojo), el
grupo amino (azul), los carbonos (gris) y los hidrégenos (blanco). (Tomada de PubChem)
Esta sulfona es considerada como un agente terapéutico multifuncional que inicié con
efectos a nivel dermatoldgico gracias a los cuales se comercializd. Con el transcurso
del tiempo, se han demostrado sus propiedades antiinflamatorias, neuroprotectoras,
antiapoptoticas y antioxidantes al inhibir la produccién de especies reactivas de
oxigeno y disminuir el dafio mitocondrial, por lo que se considera un farmaco potencial

para promover la salud (Ghaoui, y otros, 2020; Khalilzadeh, y otros, 2022).
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En 2003 la dapsona fue patentada en México como un agente neuroprotector, después
de haber sido evaluada en un modelo de infarto cerebral y demostrar su capacidad
para disminuir del 70 a 90% las consecuencias adversas tras el infarto (Rios, y otros,
2003).

3.1.3.1. Estudios en humanos.

En un estudio clinico de pacientes con accidente cerebrovascular isquémico agudo se
reporta una recuperacion funcional mas rapida de quienes se les administr6 dapsona
dentro de las primeras 8 a 10 horas después del derrame, por lo tanto, el tratamiento
con este farmaco es asociado con efectos neuroprotectores que requieren de mayor

investigacion (Nader-Kawachi, y otros, 2007).

De esta manera, se ha buscado definir la incidencia de la isquemia cerebral tardia en
pacientes después de la administracion de dapsona y un tratamiento placebo, donde
un estudio ha determinado que la dapsona puede funcionar como un agente
profilactico en pacientes en riesgo de sufrir una isquemia cerebral tardia tras una
hemorragia subaracnoidea por aneurisma, donde es relevante profundizar en la

investigacion (Garcia-Pastor, y otros, 2022).

3.1.3.2. Estudios en modelos animales.

Se ha evaluado el efecto de la dapsona en la alodinia tactil e hiperalgesia mecanica,
asi como determinado los efectos antioxidantes en el dafio a nivel de la médula espinal
en un modelo de rata, donde se sugiere que el efecto antinociceptivo de la dapsona
es regulado a través de la disminucion de estrés oxidativo y excitotoxicidad que se

asocia con la activacion de NMDAR (Mata-Bermudez, y otros, 2021).

Existen estudios que han profundizado en el mecanismo de accion de la dapsona en
ratas macho Wistar en edad adulta a través de inhibir las proteinas pro apoptoticas y
su efecto, demostrando que después del tratamiento logra prevenir la lesién isquémica,
mejorar las funciones neuroconductuales y la viabilidad celular; sugiriendo asi el
potencial de la dapsona para limitar el dafio después de la salida de glutamato en horas
tardias a través de la represion de proteinas pro apoptoticas de la isquemia cerebral
en conjunto a la activacion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)
(Mahale, y otros, 2020).
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Por otro lado, se ha demostrado que la dapsona previene de manera significativa la
mortalidad con efectos antiapoptéticos e inhibitorios de la mieloperoxidasa que
protegen la medula espinal del dafio tisular y mejoran la recuperacién motora después

de una lesion en un modelo de rata (Rios, y otros, 2015; Diaz-Ruiz, y otros, 2011).

El efecto neuroprotector de la dapsona se ha evaluado con técnicas de imagen como
la imagen de resonancia magnética (IMR) y correlacionado con la funcién motora y el
estrés oxidativo después de una reperfusion isquémica (I/R), obteniendo como
resultado que los animales administrados con dapsona presentaron una mayor
recuperacion funcional y menor tejido dafiado que los del grupo control (Diaz-Ruiz, y
otros, 2016).

En vista de los efectos neuroprotectores demostrados por la dapsona para diferentes
enfermedades, un estudio decidi6é evaluar el efecto de la misma en el tratamiento de
la neuropatia periférica inducida por vincristina durante las quimioterapias del cancer
en ratas macho Wistar, donde se demostré que la dapsona puede ser utilizada como
un tratamiento protector al lograr mejorar las sensaciones térmicas y mecanicas al

reducir los factores de inflamacion, oxidacion y apoptosis (Shayesteh, y otros, 2022).

3.1.4. Neuroproteccion.

Se ha definido la neuroproteccién como el conjunto de procesos utilizadas por el
organismo que buscan prevenir la lesion neuronal y la degeneracion en el sistema
nervioso central, que son resultado de trastornos agudas o enfermedades crénico-
degenerativas (MeSH, 2016).

La neuroproteccion desde la actividad fisica implica la estimulacion de factores de
crecimiento neuronal, promueve la supervivencia neuronal y la neuroplasticidad, asi
como la mejora en la memoria y el aprendizaje (Mahalakshmi, Maurya, Lee, & Kumar,
2020).

La investigaciéon de los farmacos que aparentemente actian como neuroprotectores
solo han llegado a etapas preclinicas para su uso en derrames cerebrales; sin
embargo, actualmente los estudios se enfocan en toda la unidad vascular, ayudando

a delimitar su mecanismo de accion y seleccionar aquellos mas prometedores,
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permitiendo asi encontrar un agente neuroprotector de mayor efectividad (Chamorro,
y otros, 2021; Haupt, y otros, 2023).

3.1.5. Acetilcolina.

La Acetilcolina (ACh) es un mensajero quimico caracteristico por ser un mediador
excitatorio. Su estructura quimica esta conformada por un grupo éster de acido acético
en conjunto con la colina a través de un enlace carbono-oxigeno (Figura 9). Sus
receptores se dividen en nicotinicos y muscarinicos, que son canales i6nicos para Na*
y Ca?* o acoplados a proteinas G, respectivamente. Los receptores nicotinicos se
subdividen en tipo muscular (N1) que se encuentran en la superficie de las células
musculares y el neuronal (N2) en el sistema nervioso central y periférico; los receptores
muscarinicos van del M1 al M5 y se encuentran en el sistema nervioso central, pero,

del M1-M4 pueden encontrarse en otros sistemas de 6rganos (Sam & Bordoni, 2023).

Figura 9. Estructura tridimensional de la ACh. Representacion de la estructura tridimensional de la
acetilcolina con el grupo amino (azul), el oxigeno (rojo), los carbonos (gris) y los hidrégenos (blanco).
(Tomada de Pubchem)

La ACh es un neurotransmisor y neuromodulador con diversos efectos en el sistema
nervioso y muscular dependiendo del subtipo de receptores, el sitio de liberacion y la
poblacion neuronal a la que se dirija; es capaz de potenciar comportamientos
adaptativos a los estimulos ambientales, coordinar la respuesta de las redes
neuronales dependiendo del area, de disminuir la reaccion a los estimulos que no

requieren una respuesta inmediata, entre otras funciones (Piccioto, y otros, 2012).

La ACh se origina principalmente del prosencéfalo basal y el area tegmental

mesopontina (nucleos de Meynert y el nucleo septal medio) y actia a nivel de las
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uniones neuromusculares, liberandose a través de las motoneuronas y afectando los

movimientos voluntarios (Sam & Bordoni, 2023).

La colina se encuentra en el plasma a concentraciones de 10 mM y es transportado al
citosol celular de neuronas colinérgicas a través de la proteina simporte de Na*/ colina;
cerca de 10,000 moléculas de ACh son empaquetadas en cada vesicula por su

respectivo transportador (Purves, y otros, 2001).

3.1.5.1. Interaccion Acetilcolina'y el NMDAR.

Resultados experimentales y computacionales sugieren que la ACh actia como un
competidor en el sitio de la glicina, como un agente potenciador submaximo del
NMDAR, constituyendo una posible molécula base para desarrollar farmacos
encaminados a ser multiblanco como para el tratamiento del Alzheimer, asi como
podria ayudar a un mejor entendimiento de la neurotransmision glutamatérgica (Islas,
y otros, 2022).

3.2. Antecedentes especificos.

3.2.1. Excitotoxicidad por glutamato.

La excitotoxicidad se ha definido como el dafio y posterior muerte neuronal causada
por una exposicion prolongada a aminoacidos excitatorios. El glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central relacionado con la
excitotoxicidad al producir disfuncién y degeneraciéon neuronal ocasionado por un
desbalance en la homeostasis del Ca?* que produce la disfuncién mitocondrial, la
activacion de la via de las caspasas, la neuroinflamacion y el estrés oxidativo, por

mencionar algunos (Binvignat & Olloquequi, 2020; Lau & Tymianski, 2010).

En la isquemia cerebral se presentan mecanismos de muerte neuronal que implican
un aumento en la exocitosis del glutamato e inhibicién de su recaptura, resultando en
un metabolismo anormal del neurotransmisor que promueve una sobreexcitacion del

NMDAR vy el consecuente aumento intracelular del Ca?* (Shen, y otros, 2022).

En vista de la capacidad del glutamato para generar un dafio a nivel fisiol6gico por sus
cascadas de sefializacion, se ha enfatizado en la busqueda farmacolégica en los sitios

de union del NMDAR donde es necesario considerar la diferencia entre un equilibrio a
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nivel fisioldégico entre la activacién y sobre estimulacién del receptor para evitar el
potencial excitatorio. Lo anterior ha sido investigado en la modulacion alostérica
negativa que permite disminuir el exceso de activacion del NMDAR y la entrada iGnica
(Wyllie & Bowie, 2022).

3.2.2. La excitotoxicidad vinculada al receptor NMDA.

3.2.2.1. Excitotoxicidad a través del NMDAR.
Un estudio realizado en cultivos neuronales ha demostrado la funcion sinaptica y extra
sindptica de las subunidades GIuUN2B y GIuN2A del NMDAR, asi como el impacto que
tienen al mediar la sefializacion intracelular del receptor y su excitotoxicidad; por otro
lado, en neuronas con sobreexpresion de GIuUN2A y GIuN2B observaron una elevada
excitotoxicidad (Zhou, y otros, 2013).

3.2.2.2. Efectos de la dapsona en la INMDA en presencia de glicina.
A nivel cinético del NMDAR, se ha demostrado que la administracion de dapsona
disminuye la corriente de NMDA en forma dosis dependiente. Este efecto modulador
se relaciona con una posible interaccién de la dapsona a el sitio de unién del
coagonista en la subunidad GIuN1 en concentracion 1 puM sin una diferencia
estadisticamente significativa respecto a concentraciones uM de 100, 10, 3 y nM de
300 (Gémez-Gomez, 2018).

Ademas de los estudios mencionados, al estudiar el efecto de los metabolitos de la
dapsona sobre el NMDAR se ha demostrado que disminuye la corriente activada por
NMDA, que no es un efecto voltaje-dependiente. Se ha demostrado que existe una
recuperacion de la corriente tras la aplicacion del farmaco que es mediado por la
subunidad GIluN1 (Garcia-Palafox, y otros, 2021).
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4. Planteamiento del problema.

La dapsona se ha indicado como un tratamiento para condiciones dermatologicas y no
dermatoldgicas, si bien el mecanismo de accion para afecciones dermatolégicas no ha
sido esclarecido, este farmaco es capaz de inhibir el sistema citotéxico mediado por
haluro de peréxido de mieloperoxidasa o la via del acido félico, afectando incluso las
funciones de los neutrdéfilos. Por otra parte, ha demostrado efectos adversos en la
administracion oral como por ejemplo afectaciones en el sistema nervioso a nivel
motor, cardiaco, renal, hematolégico y generar reacciones de hipersensibilidad si la

administracion (Kurien, y otros, 2023).

Un ensayo clinico ha investigado el efecto neuroprotector de la dapsona con un estudio
aleatorio, doble ciego controlado con placebo en pacientes con hemorragia
subaracnoidea aneurismatica donde el farmaco tiene un rol como agente profilactico
en pacientes con alto riesgo de desarrollar isquemia cerebral retardada, no obstante,
se necesitan mas investigaciones para confirmar el efecto observado (Garcia-Pastor,
y otros, 2022).

Por otro lado, el mecanismo de accion neuro y citoprotector de la sulfona involucra
regular la liberacion de glutamato, previniendo la activacion de receptores para
controlar el influjo i6nico y regular la cascada de sefializacion; asi bien disminuye la
formacion del radical superdxido y peréxido de hidrégeno producidos en la mitocondria
para evitar la muerte celular y disminuir la produccién de 6xido nitrico. Se ha reportado
gue la dapsona regula la formacion de inflamasomas, el metabolismo del acido
araquidonico vy, las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis mediada por la
activacion de las caspasas con el fin de atenuar la liberacion de interleucinas
proinflamatorias y reducir la formacion de quimioatrayentes como las prostaglandinas,

tromboxanos y leucotrienos (Figura 10) (Diaz-Ruiz, y otros, 2022).
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Figura 7. Mecanismos neuro y citoprotectores de la dapsona. Representacion de los mecanismos
neuro y citoprotectores de la dapsona, desglosando su efecto antiexcitotdxico al regular la liberacion
del glutamato para prevenir la activacién de los receptores ionotropicos y metabotropicos del mismo,
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(H202), el efecto antiinflamatorio al regular el metabolismo del acido araquidénico y el efecto
antiapoptotico al regular la via intrinseca y extrinseca de la apoptosis mediada por la activacién de

diversas caspasas. (Tomada de Diaz-Ruiz, y otros, 2022)
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De esta manera, el efecto dual del NMDAR implica un desafio en la biusqueda de

moléculas con capacidad neuroprotectora que permitan reducir una excesiva
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liberacion de glutamato extracelular que conlleva a la muerte celular, sin alterar la
transmision sinaptica deseable que desemboca en la plasticidad (Vyklicky, y otros,
2014).

Numerosos receptores se caracterizan por su modulacién a través de ligandos, asi
como su multiple funcionalidad, por lo que las implicaciones del NMDAR en la
plasticidad, el potencial a largo plazo y la excitotoxicidad lo han convertido en un blanco
de estudio (Tovar & Westbrook, 2017).

De esta manera, se resalta la importancia de investigar el efecto de la dapsona en la
INMDA como un modulador, al comprender el mecanismo de accion en el receptor, lo
gue podria potenciar su uso como tratamiento.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar a qué concentracion la dapsona
tendra un efecto sobre la INMDA en dos casos: en ausencia de glicina y en presencia
de ACh, para demostrar que la glicina no es un ligando obligatorio para el NMDAR y
gue la ACh puede actuar como un posible coagonista del receptor, asi como, observar
una posible participacion de la subunidad GIuN1 en la aplicaciéon de dapsona en el

NMDAR como lo propuso Gomez y Gomez en el 2018.

Por lo anterior, para la realizacion de este proyecto se analiz6 el efecto de diferentes
concentraciones de dapsona sobre la INMDA en ausencia de glicina, y compararlo con

el efecto de ACh como coagonista.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general.

Caracterizar el efecto de la dapsona sobre la corriente de NMDA en ausencia de glicina

y en presencia de ACh en neuronas piramidales de la corteza motora primaria de rata.

5.2. Objetivo especifico.
Los siguientes objetivos particulares se llevaran a cabo en neuronas piramidales de la
corteza motora primaria de rata agudamente disociadas, bajo las condiciones a)

ausencia de glicina y b) presencia de ACh 10 nM.

e Caracterizar la cinética de la corriente de NMDA.
» Evaluar el efecto dosis-respuesta de la dapsona en concentraciones 1, 10, 30,
100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, y 100 uM sobre la corriente de NMDA.

e Determinar la participacion de la subunidad GIluN1 sobre la neuromodulacién

de la dapsona en la corriente de NMDA.

e Comparar las curvas dosis efecto de la dapsona sobre la corriente de NMDA.
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6. Material y métodos.

6.1. Bioética.

El protocolo se sometié a evaluacion por parte del Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla y fue aprobado con clave de protocolo 100317188-UALVIEP-
24/2 y oficio VIEP/DGI/1361/2024. (Anexo 11.1.)

El procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) utilizando ratas
macho de la cepa Wistar prepuberes de 30 dias de edad con un peso aproximado de
100-120g procedentes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

La técnica descrita a continuacion fue retomada y modificada de Flores-Hernandez y
colaboradores (2009).

6.2. Preparacion.

La metodologia inici6é dias previos con la preparacién de la solucién e isetionato bajo
en calcio, solucion salina balanceada de Earl (EBSS), la solucion salina balanceada
de Hanks (HBSS), la solucion de TEA-Free, la solucion de Background y la solucion

interna, enlistadas a continuacién para desglosar su composicion:
e Solucion de isetionato bajo en calcio (en mM):

140 isetionato de sodio, 23 glucosa, 15 HEPES, 2 KClI, 2 MgClz, 0.1 CaClz, y rojo fenol
1 %, pH=7.4, 300-305 mOsm/L. Suplementada con: 1 &cido piravico, 0.005 glutation,
0.1 NG-nitro-L-arginina, 1 acido kinurénico, burbujeada con Ox.

e Solucion salina balanceada de Earl (EBSS) (en mM):

5.366 KCI, 116.359 NaCl, 1.015 fosfato de sodio monobasico, 1.622 MgSQO4, 2 mM
CaClz, 5.549 glucosa, y rojo fenol 1 %, pH=7.4, 300-305 mOsm/L. Suplementada con
1 acido piravico, 0.005 glutatiéon, 0.1 NG-nitro-L-arginina, 1 &cido kinurénico,
burbujeada con CO2/Ox.

e Solucion salina balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) (en mM):
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5.4 stock, amortiguada con 0.3 HEPES pH=7.4, 300-305 mOsm/L. Suplementada con
1 &cido piravico, 0.005 glutation, 0.1 NG-nitro-L-arginina, 1 acido kinurénico,

burbujeada con O..
e Solucion de TEA-free (en mM):

127 NaCl, 12 glucosa, 10 HEPES, 2 CaClz, 20 CsCl, 5 BaClz y rojo fenol 1 %, pH=7.4,
300-305 mOsm/L.

e Solucion de Background (en mM):

140 NaCl, 23 glucosa, 15 HEPES, 2 KClI, 2 MgClz, 1 CaClz, y rojo fenol 1 %, pH=7.4,
300-305 mOsm/L, burbujeada con Ox.

e Solucidn interna (en mM):

175 N-metil-D-glucamina, 40 HEPES, 2 MgClz, 10 &cido etilenglicol-bis (B-aminoetil
éter)- N, N, N°, N’'- tetraacético (EGTA), 12 fosfocreatina, 3 Na2ATP, 0.35 NasGTP y
0.1 leupeptina con un pH= 7.25 ajustado con H2S04, 265-270 mOsm/L.

El dia del experimento se suplementaron 100 ml de isetionato bajo en calcio, 50 ml de
EBSS y 20 ml de HBSS; como primer paso previo a la obtencién del tejido nervioso,

se procedio a enfriar la solucion de isetionato durante 1 hora.

Después del tiempo de espera, se anestesid a la rata utilizando halotano, se revisaron
sus reflejos y se procedio a diseccionar el craneo. El cerebro se diseco y colocé en la

solucién fria de isetionato con bajo calcio durante 1 minuto.

Posteriormente se saco el cerebro para obtener rebanadas coronales de 350 uM con
ayuda de un vibratomo (Campden), se disecod la M1 utilizando como referencia
anatomica los bulbos olfatorios y el forceps menor del cuerpo calloso, distinguido por
la forma de gota invertida en la parte central de cada hemisferio hasta a observar el

claustro lateral al cuerpo calloso (Figura 11).

Se delimité la M1 con ayuda de un microscopio estereoscopico y agujas de insulina de
acuerdo con el “The Rat Brain in stereotaxic coordinates”, dividiéndola en

aproximadamente 6-8 secciones por rebanada (Paxinos & Watson, 2018). Los
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segmentos obtenidos de la M1 se colocaron en la solucion de EBSS compuesta y se

mantuvieron burbujeando con carbogeno durante todo el experimento.

Figure 7 Ve Y 1 L I I Figure 8

Interaural 12.70 mm Bregma 3.70 mm Interaural 12.20 mm Bregma 3.20 mm

\ aes = AR

N\_ 2 /

Interaural 11.70 mm e Bregma 2.70l mm

Figura 11. Representacion de la corteza motora primaria en rata. Representacion esquematica de
la M1 resaltada en azul, rosa y verde para ubicar areas de referencia y delimitar la M1. (Tomada de
Paxinos & Watson, 2018)

Después de al menos 1 hora en el EBSS, se colocé una seccion de M1 para su
tratamiento enzimatico, el cual se realiz6 en el HBSS conteniendo 0.75 mg/ml de
papaina (Calbiochem) a 33 + 2°C durante 7 minutos para posteriormente lavar la

enzima 3 veces con solucion de isetionato para detener la digestion enzimatica.

6.3. Disociacion.

La solucién de isetionato que contenia la seccién de M1 se coloc6 en un tubo
Eppendorf para disociar mecanicamente con pipetas Pasteur de distintos calibres

pulidas al fuego hasta lograr una mezcla homogénea.
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6.4. Registro electrofisioldgico.

6.4.1. Técnica de fijacion de voltaje en célula completa (Whole-cell).

Se ubico la base de una caja Petri Corning de poliestireno (35mm x 10mm) en la platina
del microscopio y se agrego la solucibn homogénea del area previamente disociada,

esperando de 5 a 7 minutos para que las células se asentaran.

Transcurrido el tiempo requerido, se activo el lavado con la solucién de Background.
para su posterior registro por medio de la técnica de fijacion de voltaje en célula
completa, con una frecuencia de gota por cada 3-5 segundos, y se coloc el electrodo

de referencia, asi como la succion.

Se utilizé6 un amplificador para la fijaciéon de voltaje “Voltaje clamp” Multiclamp 700A
(Molecular Devices, SunnyVale, CA, USA) y un digitalizador Digidata 1320A (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) controlados por el programa pClamp version 9
(Molecular Devices, Sunnyvale tipo AMD, Phenom, de 2.2 GHz, con 3.37GB de
memoria RAM y Sistema operative Windows XP SP3).

En el protocolo de generacion de corriente de NMDA se mantuvo un potencial de
membrana de -80 mV con una duracién de 15 s por trazo y una aplicacion de NMDA
para generar la corriente durante 3 s después del pulso de prueba de -10 mV.

6.4.2. Patch Clamp “Whole-cell’.

Al encontrar una neurona piramidal con dendritas apicales visibles, se obtuvo un
capilar de registro con el puller (MODEL P-47, SUTTER INSTRUMENT CO.) al que se

le agrego solucion interna.

Se colocé el capilar de registro en el electrodo, el cual es operado por el
micromanipulador y se procedi6 a verificar que la resistencia de bafio estuviera en un
rango de 4-7 MQ. Se comenzO a bajar hasta que la punta tocara ligeramente la
membrana celular y se generd un sello entre la punta del capilar de registro y la
membrana neuronal al succionar ligeramente, se aplicé un potencial de membrana a -
80mV.
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Se esperdé el momento en que el sello llegara a 1 GQ y se procedié a romper la
membrana generando el “Whole-cell” al succionar ligeramente para generar una
resistencia axial <25MQ.

6.4.3. Protocolos electrofisioldgicos.

6.4.3.1. Rampa de voltaje.
Se generd una rampa de voltaje de -100mV a +40mV durante 100 ms para verificar el

estado neuronal observando la corriente de Na* y Ca?* dependientes de voltaje (Figura
12) con el objetivo de evaluar la viabilidad de la membrana y observar la respuesta
neuronal de acuerdo con su repertorio de canales voltaje-dependientes. Se
descartaron aquellas células que no respondieron al cambio de voltaje, indicando que

la neurona no se encontraba en condiciones de registro.
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Figura 12. Representacion del protocolo de rampa. Representacion del protocolo rampa de voltaje
donde hay cambios subitos de voltaje de -80 a -100 y +40 mV para determinar la viabilidad neuronal,
observando la INa* (linea punteada roja) y ICa?* (linea punteada morada) gracias a sus respectivos
canales dependientes de voltaje.

6.4.3.2. Aplicacién de dapsona en ausencia de glicina.
El protocolo se realizé en neuronas piramidales de la M1 con un potencial de
mantenimiento de -80mV. Las concentraciones que se probaron de dapsona fueron en
1, 10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, y 100 uM que se prepararon el dia del experimento
en diluciones seriadas de un stock 100 mM con un vehiculo 100 mM de DMSO en

solucién de TEA-free.

El protocolo tuvo una duracion de 15 segundos por trazo, de los cuales 3 segundos se
aplicé NMDA para activar el NMDAR y observar la corriente entrante. Se establecieron

tres condiciones experimentales en cada neurona: (1) control, (2) efecto, y (3) lavado.

34



De cada condicion experimental se obtuvieron de 5-8 trazos estables al pico de la

corriente y el estado estacionario para promediar cada trazo.

1. Control INMDA
Se aplicé una concentracion 100 uM de NMDA durante 3s, con un pulso de
prueba de -10mV, con la finalidad de evaluar la resistencia del sello entre la

membrana y la micropipeta.

2. Condicién de efecto
Se aplicaron las diferentes concentraciones de dapsona en conjunto con el
NMDA para generar la INMDA y observar el efecto que tiene el farmaco en

la corriente ante diferentes concentraciones.

3. Condicién de lavado
Se aplicaron las soluciones control y con NMDA al terminar entre cada

concentracion para “limpiar” el efecto que tuvo cada una y no se mezclaran.

6.4.3.3. Aplicacién de dapsona + ACh 10 nM.
El protocolo se realizé en neuronas piramidales de la M1 con un potencial de
mantenimiento de -80mV. Las concentraciones de dapsona fueron: 1 nM, 100 nMy 1
uM asi como 10 nM de ACh, que se prepararon el dia del experimento en diluciones
seriadas de un stock 100 mM de dapsona con un vehiculo 100 mM de DMSO en

solucion de TEA-free y se coaplicaron cada una a la vez con NMDA.

El protocolo tuvo una duracion de 15 segundos por trazo, de los cuales 3 segundos
fueron de aplicacion de NMDA en conjunto de ACh para activar el NMDAR y observar
el efecto en la INMDA. Se establecieron tres condiciones experimentales en cada
neurona: (1) control, (2) efecto, y (3) lavado. De cada condicion experimental se
obtuvieron de 5-8 trazos estables al pico de la corriente y el estado estacionario para

promediar cada trazo.

1. Control INMDA
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Se aplicé una concentraciéon 100 uM de NMDA durante 3 s, con un pulso de
prueba de -10mV, con la finalidad de evaluar la resistencia del sello entre la

membrana y la micropipeta.

2. Condicion de efecto
Se aplicaron las diferentes concentraciones de dapsona mas ACh 10 nM en
conjunto con el NMDA para generar la INMDA y observar el efecto que tiene

el farmaco en la corriente ante las concentraciones.

3. Condicién de lavado
Se aplicaron las soluciones control y con NMDA al terminar entre cada

concentracién para “limpiar” el efecto que tuvo cada una y no se mezclen.

6.4.3.4. Caélculo del porcentaje de cambio.
Las tres condiciones planteadas para dapsona y dapsona mas ACh se aplicaron a
cada neurona piramidal para posteriormente calcular el porcentaje de cambio de la

INMDA en cada concentracion aplicada de dapsona, utilizando la siguiente férmula:

Ecuacién 1. Formula para analizar efecto en cada INMDA

, o 1 efecto 100
orcentgje = 1 — (control+lavado> *

2

Efecto = En presencia de cada concentracion de DDS.
Control = En ausencia de DDS.

Lavado = Después del efecto,donde hubo una exposicién a DDS.

Se tomo el valor del pico maximo de la corriente en unidades de pico amperios (pA)
del promedio de 5-10 trazos estables de la INMDA.
6.5. Analisis estadistico.

6.5.1. Disefio del estudio.

Se midi6 la amplitud al pico de la INMDA en pA 'y se report6 la media + el error estandar

de la media (E.E.M) de cada uno de los grupos. Los ajustes y gréficas se realizaron en
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los programas Clampfit 11.2, Origin 2022 y Sigma Plot. Se graficaron los valores de la
media + el error estandar de cada concentracion en escala logaritmica para
caracterizar la dosis-respuesta de los efectos ejercidos por las concentraciones 1, 10,
30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, y 100 uM de dapsona en al menos 5 neuronas de la M1.

Los datos se ajustaron a una ecuacién sigmoidea tipo dosis-respuesta dada la

siguiente ecuacion:

Ecuacién 2. Ecuacion para la curva dosis respuesta

A2 — A1
(1 + 10(L06x0—x)*p))

y=A1+

A1l = Efecto minimo
A2 = Efecto maximo
x = Valor de la concentracién

10(LOGXO) — ECSO

p = pendiente o coeficiente de Hill

Los datos de la ecuacion anterior son en funcion de obtener la concentracion efectiva
50 (ECs0) y el efecto maximo (Emax) en cada una de las areas de estudio. Estos
pardmetros nos permitieron conocer si la concentracion para llegar al 50% del efecto

es diferente en M1y con cual concentracién existié un mayor efecto (numérico).

Para determinar el efecto de dapsona sobre las neuronas provenientes de M1, se
aplicé una prueba ANOVA tomando como factor independiente la concentracion de
dapsonay la region de la M1. Se analizaron por separado las concentraciones de las
INMDA con dapsona y dapsona mas ACh por separado. La dapsona constd de
concentraciones 1, 10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, 100 uM, por otro lado, la ACh de

una concentracion 10 nM.

Los registros se realizaron en neuronas piramidales con dendritas y axén cortos
(usualmente menores a los 75 um), que presentaron corrientes de Na* y Ca?*
dependientes de voltaje, una capacitancia de entre 10 y 30 pF, una resistencia de

membrana de 1 GQ y una resistencia de <25MQ.
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6.5.2. Disefio y tipos de muestreo.
Se utilizé un muestreo aleatorio estratificado para dividir la poblacion neuronal total en
funcion de sus diferentes caracteristicas morfologicas por ser solo neuronas
piramidales de la M1. Posteriormente se seleccionaron aleatoriamente las células que

cumplan las caracteristicas mencionadas.

6.5.3. Método de recoleccion de datos.
Los registros electrofisiologicos se obtuvieron con un amplificador para fijacion de
voltaje (voltaje clamp) Multiclamp 700 A (Molecular Devices, Foster City, CA),
controlado con el programa pClamp Versiéon 8 (Molecular Devices), ejecutandose en
una computadora con procesador Pentium con una interfase tipo Digidata 1320 A

(Molecular Devices).
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7. Resultados.

7.1 Micrografias.
Durante el proyecto se registraron un total de 72 neuronas, 59 para la curva dosis
respuesta de las diferentes concentraciones de dapsona en ausencia de glicina y 13
para analizar el efecto de la Acetilcolina 10 nM y su interaccion con 1 nM, 100 nM y 1
uM, de dapsona en ausencia de glicina. En la Figura 13 se muestran 6 micrografias de
las neuronas representativas que se capturaron antes de iniciar el registro
electrofisiolégico correspondiente, caracteristicas por su morfologia piramidal, dendrita

apical y tamafio minimo de 20 um.

Figura 13. Micrografias de las neuronas piramidales de las capas V y VI de la corteza motora primaria.
Micrografias obtenidas a través de un objetivo 40 X de las neuronas piramidales representativas de
la corteza motora primaria de la capa V y VI que se registraron a lo largo del proyecto. Se caracterizan
por una forma piramidal, con una dendrita apical y un tamafio de soma aproximado a los 20 um.

7.2. Capacitancias.

Se registraron aquellas células con una capacitancia >10 pF en relacién con un
tamafio de soma minimo de 20 um. Se realizdé un histograma (Grafica 1) para

representar la distribucion de capacitancia de las 72 neuronas utilizadas durante
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todo el proyecto experimental. La grafica muestra que la mayor poblacion de las

células registradas se distribuye entre las capacitancias 10 a 16 pF.

[__] Capacitancias totales|

20
n=18 n total= 72 neuronas
161
n=15
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©
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e 8-
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4
n=1 \ n=1
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8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Capacitancia (pF)

Grafica 1. Histograma de las capacitancias de las neuronas registradas. Histograma de
capacitancias de las células totales registradas durante el proyecto experimental. Se caracteriza por
una mayor n poblacional distribuida hacia la izquierda en el rango de 10-16 pF.

7.3. Protocolo de rampa.
Se aplico el protocolo electrofisiologico de “rampa de voltaje”, donde se mantiene el
estado de membrana en reposo a -80 mV para generar un cambio de voltaje de — 100

mV y comenzar a despolarizar la membrana hasta llegar a los +40 mV.

Con la aplicacion de este protocolo se observa la activacion de los canales de Na*
dependientes de voltaje a partir de -40 mV, representados con un pico prominente
caracteristico por la cinética del canal, por otro lado, la apertura de los canales de Ca?*
comienza a partir de -10 mV representada en una curva menos prominente indicando

la caracteristica cinética de un cierre lento del canal. Este protocolo nos permite
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verificar el estado de membrana de la célula, determinar su viabilidad y respuesta para

el registro electrofisiolégico de acuerdo con su repertorio de canales (Figura 14).

+40mV
-80mV
-100mV
N~ -
/ \\\ | Ca?*= 1402.82 pA
( . - INa*= 5825.39 pA
[ Rm= 1.1 GQ
G= 0.909 nS
Cm=16.71 pF
(
| .
| o
o
[‘ 5]
Na* -
20 mV

Figura 14. Trazo representativo del protocolo de rampa de voltaje. Representacion del protocolo
rampa de voltaje indicando cambios subitos de voltaje de -80 a -100 y +40 mV en funcion de verificar
el estado neuronal, observando la INa* (linea punteada color rosa) caracteristica por un pico rapido
de aproximadamente 6000 pAy una ICa?* (linea punteada color morada) de aproximadamente 1500

pA.
7.4. Aplicacién de dapsona en ausencia de glicina.
7.4.1. Trazos representativos de las concentraciones de dapsona.
La dapsona se aplic6 en concentraciones 1, 10, 30, 100, 300 nM, 1, 3, 10, 30, y 100
uM. en ausencia de glicina a 59 neuronas piramidales. En vista de la obtencién de
resultados de potenciacion e inhibicion, se desglosa cada concentracion con los trazos
representativos de la corriente con cada respuesta.

Todas las concentraciones de dapsona se aplicaron en ausencia del coagonista

clasico glicina.
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7.4.1.1. Dapsona 100 uM.
Se aplicé la concentracion de dapsona 100 uM a un total de 19 neuronas piramidales,
de las cuales 15 potenciaron con un promedio de potenciacion de 40.361 + 7.91 % y
4 inhibieron con un promedio de -23.285 + 8.155 %. En la figura 15 se muestran los

trazos representativos de la potenciacion e inhibicion respectivamente.

Figura 15. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 100 uM.
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7.4.1.2. Dapsona 30 uM.
Se registraron un total de 21 neuronas con una concentracion de dapsona a 30 uM,
con un promedio de potenciacion de 48.446 + 13.855 % para 16 neuronas y un
promedio de inhibicion de -10.088 + 6.378 % para 5 neuronas. En la figura 16 se

muestran los trazos representativos de potenciacion e inhibicion respectivamente.
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Figura 16. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 30 uM.
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Para un total de 17 neuronas registradas con la concentracion de dapsona 10 uM, 14

células potenciaron y 3 inhibieron, con un promedio de potenciacion de 27.01 £ 6.254

% e inhibicion de -3.19 %. En la figura 17 se muestran los trazos representativos de

potenciacion e inhibicién respectivamente.

Figura 17. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 10 uM.
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7.4.1.4. Dapsona 3 uM.

Se aplico la concentracion de dapsona 3 uM a un total de 14 neuronas piramidales, de

las cuales 10 potenciaron con un promedio de potenciacion de 20.676 £+ 5.822 % y 4

inhibieron con un promedio de -12.28 %. En la figura 18 se muestran los trazos

representativos de potenciacion e inhibicion respectivamente.

Figura 18. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 3 uM.
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7.4.1.5. Dapsona 1 uM.
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Se registraron un total de 14 neuronas con una concentracion de dapsona a 1 uM, con

un promedio de potenciacién de 27.876 + 6.212 % para 10 neuronas y un promedio de

inhibicion de -11.91 % para 4 neuronas. En la figura 19 se muestran los trazos

representativos de potenciacion e inhibicion respectivamente.
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Figura 19. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 1 uM.
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7.4.1.6. Dapsona 300 nM.
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Para un total de 18 neuronas registradas con la concentracion de dapsona 300 nM, 11

células potenciaron y 7 inhibieron, con un promedio de potenciacién de 40.006 *

10.086 % e inhibicién de -23.525 + 6.931%. En la figura 20 se muestran los trazos

representativos de potenciacion e inhibicion respectivamente.

Figura 20. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 300 nM.
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7.4.1.7. Dapsona 100 nM.
Se aplico la concentracion de dapsona 100 nM a un total de 26 neuronas piramidales,
de las cuales 16 potenciaron con un promedio de potenciacién de74.633 + 13.053 %
y 10 células inhibieron con un promedio de -51.826 + 10.626 %. En la figura 21 se
muestran los trazos representativos de potenciacién e inhibicion respectivamente.

Figura 21. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 100 nM.
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7.4.1.8. Dapsona 30 nM.
Se registraron un total de 31 neuronas con una concentracion de dapsona a 30 nM,
con un promedio de potenciacion de 130.23 + 18.587 % para 24 neuronas y un
promedio de inhibicién de -30.317 + 12.334 % para 7 neuronas. En la figura 22 se

muestran los trazos representativos de potenciacién e inhibicion respectivamente.
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Figura 22. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 30 nM.
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7.4.1.9. Dapsona 10 nM.
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Para un total de 23 neuronas registradas con la concentracion de dapsona 10 nM, 18

células potenciaron y 5 inhibieron, con un promedio de potenciacion de 109.496 +
26.311 % e inhibicion de -28.11 + 14.415 %. En la figura 23 se muestran los trazos

representativos de potenciacion e inhibicion respectivamente

Figura 23. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 10 nM.
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7.4.1.10. Dapsona 1 nM.
Se aplico la concentracion de dapsona 1 nM a un total de 26 neuronas piramidales, de
las cuales 13 potenciaron con un promedio de potenciacion de 169.583 + 34.72 % y
13 inhibieron con un promedio de -33.036 + 6.486 %. En la figura 24 se muestran los

trazos representativos de potenciacion e inhibicién respectivamente.

Figura 24. Trazos representativos de la aplicacion de dapsona 1 nM.
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7.4.2. Curva dosis-respuesta dapsona en ausencia de glicina.

Con los resultados previamente descritos se procedié a realizar la curva dosis
respuesta (Grafica 2), con las respectivas concentraciones de dapsona en ausencia

de glicina graficando el promedio mas o menos el error estandar.

Los datos de la potenciacion se ajustaron a una ecuacion de Hill con una ECsoen 9.49
E-8 + 3.49 E-8 de dapsona. Por otra parte, los resultados de inhibicion no se ajustaron
a una curva dosis-dependiente, sin embargo, se estimaria la ECso de 2.95 E-8 + 6.81
E-8. Entre la potenciacion y la inhibicion no hubo diferencia estadisticamente

significativa, pero si hubo diferencias entre los datos de potenciacion.
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Se observé que la dapsona a concentracion 1 nM tiene una mayor potenciacion a
diferencia del rango de 300, 1, 3 nM y 10 uM. Por otra parte, hay una mayor
potenciacion a concentraciones nM de 1, 10, 30 y 100 en comparacién de las
concentraciones micromolares. Por otro lado, el porcentaje de inhibicion pareciera

mantenerse en el rango de -10 a -50% en todas las concentraciones de dapsona.
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Grafica 2. Curva dosis-respuesta de la dapsona en ausencia de glicina, dividida en potenciacién e
inhibicién. Gréafica de la curva dosis respuesta de acuerdo con las concentraciones uM: 100, 30, 10,
3, 1, y nM: 300, 100, 30, 10, 1, de dapsona en ausencia de glicina donde se desglosa la n de
aplicaciones dividido en la respuesta de potenciacién o inhibicién de la INMDA. Se delimitan las
concentraciones con un cambio significativo de P<0.001 y el ajuste a la ecuacion de Hill.

Se compararon los resultados de potenciacion e inhibicion mediante la prueba ANOVA
de una via. Los datos de potenciacion fallaron la prueba de normalidad Shapiro-Wilk

con un valor P=<0.050, por lo que se empled una prueba no paramétrica de Kruskal-
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Wallis (ANOVA por rangos) con una diferencia estadisticamente significativa (P=

<0.001), con una postprueba de Dunn indicando los siguientes resultados:

e DDS 1y 30 nM tiene diferencia significativa respecto a 1, 3, y 10 uM con P=
<0.001
e DDS 1 nM no tiene diferencia significativa respecto a 300 nM.

e DDS 10 nM no tiene diferencia significativa respecto a 3 uM.

*En los anexos se incluye la tabla de comparacion multiple por pares de la post prueba

de Dunn.

7.5. Coaplicacion de ACh 10 nM en dapsona 1, 100 nMy 1 uM
7.5.1. Trazos representativos de la ACh 10 nM.

Se utilizé un total de 3 concentraciones de dapsona (1 uM, 100 y 1 nM) que se
coaplicaron con ACh 10 nM en ausencia de glicina a 13 neuronas piramidales. A
continuacion, se desglosa cada concentracion con los trazos representativos de la

corriente con cada respuesta.

7.5.1.1. Dapsonal uM + ACh 10 nM.
Se registré un total de 11 neuronas con una concentracion de ACh 10 nM en dapsona
a 1 uM en ausencia de glicina, con un promedio de potenciacion de 67.976 + 8.75 %.
Se observd un aumento en el promedio de potenciacidén respecto a la aplicacion Unica
de dapsona con un promedio de potenciacion de 169.583 + 34.72 % respecto a 10

células.

En la figura 25 se muestra un trazo representativo de la aplicacion de ACh 10 nM en

dapsona 1 uM en ausencia de glicina.
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Figura 25. Trazo representativo de la aplicacion de ACh 10 nM en dapsona 1 pM.
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7.5.1.2. Dapsona 100 nM + ACh 10 nM.

Para un total de 10 neuronas registradas con la concentracion de dapsona 100 nM con

un promedio de potenciacion de 162.906 * 25.087 %, demostrando una mayor

potenciacion respecto a la Unica aplicacion de dapsona 100 nM donde su promedio de

potenciacion es de 74.633 = 13.053 % con un total de 16 neuronas.

En la figura 26 se muestra un trazo representativo de la aplicacion de ACh 10 nM en

dapsona 100 nM en ausencia de glicina.

Figura 26. Trazo representativo de la aplicacién de ACh 10 nM en dapsona 100 nM.
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7.5.1.3. Dapsona 1 nM + ACh 10 nM.
Se aplico la concentracion de ACh 10 nM en dapsona 1 nM en ausencia de glicina a
un total de 12 neuronas piramidales, con un promedio de potenciacion de 61.015 +
4.85 %. El promedio de potenciacion con ACh es menor que la potenciacion observada
con la Unica aplicacion de dapsona que es de 169.583 + 34.72 % respecto a 13 células.
En la figura 27 se muestra un trazo representativo de la aplicacion de ACh 10 nM en

dapsona 1 nM en ausencia de glicina.

Figura 27. Trazo representativo de la aplicacién de ACh 10 nM en dapsona 1 nM.
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7.5.2. Curva dosis-respuesta ACh 10 nM.

Se utilizaron las concentraciones 1 uM, 100 y 1 nM en funcion de la curva dosis
respuesta de la dapsona en ausencia de glicina para analizar el efecto de la ACh 10
nM. La grafica 3 muestra una vista preliminar del efecto de la union de ACh con el
receptor NMDA, donde teniendo aproximadamente la misma cantidad de células para
cada concentracion, hay un aumento en la potenciacion para 1 uM y 100 nM donde el
promedio de potenciacion es de 67.976 + 875 % y 162.906 + 25.087 %
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respectivamente. Por otro lado, existe una disminucion en la potenciacion de 1 nM con

un promedio de potenciacion de 61.015 + 4.852 %.
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Grafica 3. Comparacion del efecto de la dapsona en concentraciones 1 M, 100 y 1 nM en ausencia
de glicina, respecto al de ACh 10 nM en las mismas concentraciones. de dapsona. Grafica
comparativa del efecto de la dapsona 1 uM, 100 y 1 nM (representada en verde) respecto a su
coaplicacion de ACh 10 nM (representada en morado), ambas en ausencia de glicina.

Se compararon los resultados mediante una prueba ANOVA de una via, aprobando la
prueba de normalidad Shapiro-Wilk con un valor P= 0.142, se aplicé la prueba no
paramétrica de una via Kruskal-Wallis (ANOVA por rangos) con una diferencia

significativa de P= 0.004. Posteriormente se realizé una prueba de Dunn indicando:

e DDS 100 nM tiene una diferencia significativa respecto a1 nM y 1 uM respecto
a P=<0.05

e No hay diferencia significativa entre 1 nM y 1 uM respecto a P=<0.05

*En los anexos se incluye la tabla de comparacion multiple por pares de la post prueba

de Dunn.
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8. Discusion.

En 2018 se demostro que la dapsona disminuye la INMDA en neuronas piramidales
de la capa V y VI de la M1 aplicado en concentraciones 1, 3, 10, 30, 100, 300 nM, 1,
3, 10, 30, y 100 uM, observando un efecto maximo con 1 uM sin diferencia estadistica
para 100, 300 nM, 3 y 10 uM efecto casi nulo con 1 nM (Gémez-GOmez, 2018). Sin
embargo, este trabajo fue en presencia de glicina por ser considerado un coagonista

obligado para activar el receptor.

Es por lo anterior que se utilizaron 10 concentraciones de dapsona para analizar su
efecto en la INMDA mediante una curva dosis-respuesta, asi como determinar la
participacion de la acetilcolina a 10 nM sobre la subunidad GIUN1 en la

neuromodulacién por la dapsona en la INMDA.

En consideracién con los resultados anteriores, se establecié como objetivo conocer
la respuesta del canal solo con el ligando para la generacion de la corriente. A pesar
de que clasicamente se propone la coaplicacion de un coagonista para el estudio de
la corriente, ciertos estudios han demostrado que las neuronas glicinérgicas abundan
en la médula espinal y en el tronco enceféalico, pero, no en el prosencéfalo, donde los
receptores ionotrépicos de glutamato (iGIuR) abundan (Zeilhofer, y otros, 2004). Por
el contrario, uno de los neurotransmisores con cuerpos celulares ubicados en el
cerebro es la ACh, por lo que se buscé coaplicar 10 nM de ACh que ha demostrado

potenciar la INMDA en ausencia de glicina (Islas, y otros, 2022).

8.1. Efecto de la dapsona en ausencia de glicina.

8.1.1. Modulador alostérico.
A pesar de haber eliminado la variable del coagonista para la activacion del receptor,
se observaron resultados contrastantes respecto a los estudios anteriores obteniendo
potenciaciones e inhibiciones de la corriente de estudio en presencia de diferentes
concentraciones de dapsona, a diferencia de la inhibicion de la INMDA reportada por

GOmez-Gomez (2018) en todas las concentraciones utilizadas de dapsona.

Una de las posibles explicaciones a nuestros resultados engloba al efecto de las

moléculas alostéricas, que se ha reportado son capaces de unirse a un sitio diana de
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una proteinay afectar su actividad. Esta interaccion ocurre a través de la unién de una

molécula en las proteinas para modular su energia conformacional (Kenakin, 2012).

ElI NMDAR ha representado una diana terapéutica por sus diversos sitios de union de
actividad potenciadora e inhibitoria, por lo que la identificacién de nuevos agentes
como moduladores alostéricos positivos y negativos (PAMs y NAMSs) ofrecen un control
farmacologico significativo sobre la actividad del receptor (Burnell, y otros, 2019). Por
ejemplo, un estudio coaplicé un modulador alostérico negativo en el arreglo
GIuN1/GIuN2A empleando la técnica de patch-clamp en la configuracién outside-out,
concluyendo que reduce tanto la corriente general de la activacion del receptor, como
el flujo ibnico de Ca?* en comparacioén con los cationes monovalentes (Perszyk, y otros,
2021).

Algunos compuestos son capaces de modular la actividad del NMDAR a través del
sitio de unién al glutamato, al coagonista, al poro del canal i6nico, al dominio regulador
del amino terminal, o a través de multiples sitios de unién del receptor; se han probado
antagonistas dirigidos a GIuN1 y GIuN2 que demuestran las diferentes formas en que
las conformaciones del dominio de unién al ligando (LBD) pueden ser reguladas y
acoplarse a la inhibicion del receptor. Esto promueve la busqueda de compuestos con
selectividad de subtipos en el receptor que sean potenciales dianas terapéuticas
(Monaghan, y otros, 2012; Jespersen y otros, 2014).

Por lo anterior, se sugiere que la dapsona en ausencia de glicina podria actuar como
un modulador alostérico positivo al aumentar la INMDA, probablemente regulando las
propiedades biofisicas y conformacionales del receptor a través de la subunidad
GIuN1.

8.1.2. Coagonismo por glicina.
Un estudio sobre la selectividad de subunidades para antagonistas competitivos del
NMDAR con preferencia en las subunidades GIuN2A sobre GIUN2B sugiere que esta
caracteristica al sitio de union del glutamato puede estar mediada su interaccién con
los residuos de contacto para la afinidad de unién, asi como por diferentes
mecanismos (Lind, y otros, 2017). Lo anterior sugeriria un mecanismo similar para el

sitio de union a glicina en la subunidad GIuN1.
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A pesar de haberse demostrado que la glicina puede actuar como un regulador para
evitar el dafo de la sobreactivacion prolongada del NMDAR (Stroebel, y otros, 2021),
estudios han determinado que el glutamato disminuye la afinidad del receptor por la
glicina, evidenciando una cooperatividad negativa entre ambas moléculas, ejerciendo
un cambio conformacional en vista de la proximidad de las subunidades GIuN1 y
GIuN2, dependiente de la conexidén entre ambos dimeros (Mayer, y otros, 1989;
Durham, y otros, 2020). Sin embargo, la union de la acetilcolina al NMDAR genera una
mayor estabilidad al ser enérgicamente mas favorables, lo que podria beneficiar

energéticamente la conformacion del receptor y su respuesta (Islas, y otros, 2022).

El coagonismo del NMDAR GIuN1/GIuN2 tiene una alta sensibilidad al microambiente
y potencial para ajustar su actividad global, donde el sitio de unién a glicina actia como
un sitio alostérico regulador, mas que como un sitio verdaderamente ortostérico,
evitando asi el dafio potencial de la sobreactivacién prolongada del NMDAR. La
influencia de la glicina en la biologia del iGIuR modifica el entendimiento de la
diversidad de sefializaciéon y complejidad con implicaciones neurofarmacoldgicas
(Stroebel, y otros, 2021).

La funcion del coagonista detallada anteriormente explicaria el por qué observamos
una potenciacion en la INMDA al utilizar el NMDA como un ligando unico, otorgando
la funcién de modulador alostérico positivo a la dapsona. Sin embargo, la potenciacion
de la corriente observada por la aplicacion de la dapsona resulta perjudicial ya que

promoveria un ambiente de excitotoxicidad en la comunicacion neuronal.

Por otro lado, cuando la dapsona en ausencia de glicina reduce la corriente, ademas
de actuar como una molécula alostérica negativa, podriamos estar hablando de un
efecto dependiente de la hiper o hipo funcion del receptor, de su arreglo de

subunidades o incluso de su ubicacion.

8.1.3. Doble funcion del NMDAR.
La hiper e hipofuncion del NMDAR tiene un efecto perjudicial a nivel neuronal, por lo
que el desarrollo de moduladores alostéricos, con sitios de union especificos y
mecanismos de accion, provee informacion sobre la fisiologia del NMDAR,

especialmente de su participacion en diferentes poblaciones en el cerebro. Lo anterior,
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aportara eventualmente conocimiento sobre las funciones patoldgicas del receptor en
la disfuncidn cerebral, ayudando en el disefio de nuevos compuestos farmacoldgicos
alostéricos, siendo los positivos aquellos capaces de regular diferencialmente las
formas de plasticidad sinaptica dependiendo de su estequiometria en funcién a la

selectividad de subtipos del receptor (France, y otros, 2022).

De esta manera, en presencia de glicina, el efecto de la molécula utilizada podria ser
equivoco, puesto que la glicina genera un cambio en la cinética del receptor, por lo
gue estudiar al receptor interactuando solo con su ligando aporta informacion
novedosa sobre la modulacién, asi como permite una mayor comprensién acerca de

su funcién, permitiendo proponer nuevos y potenciales farmacos.

8.1.4. Arreglo de subunidades del NMDAR.

El arreglo de subunidades interviene en la activacion del NMDAR, ya que en cultivos
neuronales se ha reportado que sea sinaptica o extrasinaptica, la subunidad NR2B
conlleva a la excitotoxicidad, aumentando la apoptosis neuronal, a diferencia de
aguellos con la subunidad GIUN2A que promueven la supervivencia celular y ejercen
una accidn neuroprotectora contra el dafio neuronal mediado o no por el NMDAR.
Estableciendo asi una base molecular para la actividad dual del receptor, y

proponiéndolo como una terapia prometedora (Liu, y otros, 2007).

Anteriormente, la busqueda en la intervencion terapéutica del NMDAR se enfocaba en
inhibidores del receptor, sin embargo, en vista del descubrimiento que la hipofuncion
del NMDAR también puede provocar enfermedades como la esquizofrenia, se ha
buscado aumentar la actividad/ funcién del receptor. Sin embargo, no se sabe si
mejorar la activacion de la actividad fisiol6gica es suficiente para desencadenar la
excitotoxicidad, por lo que es importante utilizar los moduladores alostéricos positivos
del NMDAR como una herramienta para analizar la contribucion de la composicion de

subunidades y su participacién en los procesos excitotéxicos (Yao & Zhou, 2017).

Con base en lo anterior, el efecto dual de la dapsona en ausencia de glicina sugiere
gue la respuesta podria depender del arreglo de subunidades del NMDAR, sumado a
la falta de modulacion por parte de la glicina.
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8.1.5. Distribucion del NMDAR.
La ubicaciéon del NMDAR es un factor determinante para su respuesta, ya que la

estimulacion sinaptica ocurre a través de la sefalizacién de Ca?*, a diferencia de la
extrasinaptica que promueve la muerte celular dependiente de la magnitud y duracion
de la activacién del receptor. Estos efectos sinapticos podrian depender de las vias de
sefalizacion intracelular, donde un desbalance en ambas estimulaciones contribuye a
la disfuncion neuronal. Por lo anterior la busqueda y desarrollo de antagonistas
neuroprotectores con funcién dual, podria mejorar el efecto de la actividad sinaptica e
interrumpiria la sefalizacion de muerte extrasingptica dependiente del NMDAR,
clarificando el rol del receptor en ciertas enfermedades como, por ejemplo, la

neurodegeneracion (Hardingham & Bading, 2010; Zhou, y otros, 2015).

Nuestra metodologia se enfoca en disociar agudamente una neurona, por lo que
podriamos encontrar tanto NMDAR sinapticos como extrasinapticos, justificando asi el
efecto dual del receptor, posiblemente asociado a la dapsona en ausencia de glicina
donde al responder una sola neurona en conjunto con todos sus receptores sin su

coagonista clasico, podrian estar generalizando su respuesta.

Los resultados duales del efecto de la dapsona en la INMDA en ausencia de glicina
sugieren que la dapsona podria tener una mayor afinidad en la subunidad GIluN1 y asi
funcionar como un modulador alostérico positivo o negativo dependiendo del arreglo
estequiomeétrico y concentracion utilizada, donde a concentraciones nM hay una mayor

potenciacion a diferencia de concentraciones pM.

8.2. Efecto de la ACh 10 nM
Se ha establecido a la glicina como un coagonista para la activacién del NMDAR al
unirse en la subunidad GIuN1 sin importar la composicion de subunidades, la
localizacion celular o las propiedades biofisicas, sin embargo, se ha demostrado que
la D-serina puede actuar como un coagonista preferencial para el subconjunto de
NMDAR en diferentes &reas del cerebro (Mothet, Le Bail, & Billard, 2015).

Este tipo de hallazgos demuestra el inicio de nuevas perspectivas, y propuestas donde
la glicina, la serina e incluso nuevos aminoacidos, moléculas y neurotransmisores

pueden ser capaces de regular la funcion del NMDAR, surgiendo asi investigaciones

58



con perspectivas en los efectos de los distintos arreglos del receptor para ciertas
enfermedades donde los coagonistas puedan intervenir en disminuir los efectos

relacionados al receptor.

Es por lo anterior que en el laboratorio de neuromodulacion se ha estudiado el efecto
de la Acetilcolina en la INMDA de acuerdo con el primer reporte de que la ACh podria
unirse al sitio del coagonista en la subunidad, observando que al aplicarla en
concentracion 10 uM en neuronas aisladas, hay una potenciacion de la INMDA sin la

necesidad del coagonista. (Islas, y otros, 2022).

Por lo que buscar el efecto que tiene la acetilcolina no solo como neurotransmisor, Sino
como un ligando en el NMDAR es relevante como una molécula potencial para el
posible tratamiento de ciertas enfermedades pues diversos estudios reportan que una
disfuncion en el sistema colinérgico conlleva al desarrollo de Alzheimer, por lo que uno
de los principales tratamientos se centra en inhibir a la acetilcolinesterasa para
aumentar tanto la biodisponibilidad como la concentracién de este neurotransmisor

(Hampel, y otros, 2018).

Nuestros resultados demuestran que la acetilcolina puede tener un efecto de
modulador alostérico negativo en dapsona 1 nM al disminuir la potenciacién de la
corriente y un efecto de modulador alostérico positivo en 100 nM y 1 uM al incrementar

la INMDA (Grafica 3) a diferencia de solo aplicar la dapsona (Gréfica 2).

Lo anteriormente descrito se relacionaria con que la dapsona podria actuar sobre el
sitio en la subunidad GIuN1 de manera similar que la ACh, por lo que una baja
concentracion de dapsona actla de forma competitiva, reduciendo la corriente, sin
embargo, a concentraciones mayores podria unirse a mas de un sitio alostérico,
exponiendo otros sitios de modulacion del receptor que permitan la potenciacion de la

corriente en presencia de ACh.

Por otra parte, la dapsona también podria estar estabilizando la interaccion de la ACh
en el canal, por lo que aumenta la actividad de este. Pese a que la ACh ni la dapsona
tienen una estructura similar al coagonista, existen algunos estudios que plantean que

no debe existir una restriccion por el tamafio molecular para tratar de establecer una
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interaccion con las subunidades del receptor con los sitios de unién que existen en el
receptor (Monahan, y otros, 1990) pues se han logrado identificar algunos compuestos
de mayor tamafio que pueden lograr la selectividad de la selectividad de subunidades
entre los agonistas del NMDAR del sitio de glicina (Maolanon, y otros, 2017).

Es por esto, que se podria sugerir que el efecto modulador alostérico tanto positivo
como negativo e incluso competitivo dependiendo de la concentracién de acetilcolina
esté relacionado con la subunidad GIuN1 ya que, se establecié como sitio de union
para la dapsona al haber aplicado 5, 7-DCK 10 uM en presencia de dapsona 1 uM y

no registrar ninguna corriente (Gémez-Gémez, 2018).

La relevancia en analizar el efecto de la dapsona a diferentes concentraciones en
ausencia de glicina y con acetilcolina nos permite comenzar a comprender su funciéon
y mecanismo de regulacion sobre el NMDAR para seguir proponiéndolo como un
farmaco neuroprotector, asi como destacar sus posibles efectos coagonistas que
podrian generar una mejor respuesta para el NMDAR dependiendo del tipo de

actividad en el que se enfoque.
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. Conclusiones.

El efecto modulador de dapsona a diferentes concentraciones en el rango
uM-nM sobre la corriente de NMDA es dual.
La dapsona a una concentracién 1 nM en ausencia de glicina tiene una
mayor potenciacion de la INMDA.
La dapsona a una 3 uM en ausencia de glicina tiene una menor
potenciacion.
El efecto potenciador de la dapsona se ajustd a una ecuaciéon de Hill con
una ECso ~ 9.49 E-8.
La acetilcolina a una concentraciéon 10 nM en conjunto con la dapsona en
ausencia de glicina:

o Activa la INMDA, indicando que ambos podrian tener su sitio de

unién en la subunidad GIuN1.
o Aumenta la potenciacion a concentraciones 100 nMy 1 uM.

o Disminuye la potenciacién en 1 nM.
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11. Anexos.
11.1. Oficio de la aprobacién del protocolo por el CICUAL.
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Dr. Jorge Flores Hernandez

Instituto de Fisiologia

mérita Universidad Auténoma de Puebla -
PRESENTE

Por este medio, y después de hober verificado que usted es miembro del
de Investigocion y Estudios de Posgrodo y que su protocolo ho sido ¢
Cuidado y Uso de Animales de Loboratorio (CICUAL), mepwmitow?armo
drocu«doolavnogmmoc&unro.numquewdnu&ﬁmdas [fallzaddndebse peri
requiemnﬂevorocobodemrodpromolodemvewgodénm - 100317188-UALVIEP-24/2 titulodk
fo acetilcoling sobre lo modulacion de lo corriente de NMOA dopsonoenousmctodog
p-'loawdolesdelacommmtmpomia'.eltuaﬂimuw@dmdﬂmba[oo.

Responsabie: Or. Jorge Luis kaﬂteﬂores”«néndtsz 100317188 - Instituto de Fisiologia -BUAP
Colaboradora investigadora:

M. en C. Erika Lorena Arroyo Rios - 1D 100518599 - lnstawzo
Estudionte participonte: emwmmmmék?_qmdm

Cabehoc«mnaénquelosmﬁmolaobktodemesmﬁomdn criodos
Bioterio "Cloude Bemnard”™ de ocuerdo e los lineomientos estoblecidos en lo
de Loboratorio”, o los especificaciones establecidas Narma Oficio

Legislocidn Mexicana relativa vigente, debiendo ser porelComite %
Animoles de Loborotorio de la Benemérita Universidod Aut
dederd user. "~

Dolguolmmsehocecmmmelpmocobhad&a ;nmc.:.c.uu e
Auténomo de Puebla, por lo que se fe solicita oplicar todos I

205 encaminag
lo cantidod de animoles a utilizor én el proyecto, aﬁmﬁged@bda manejo, 6
vigentes. ’

Atentamente,
“Pensar Blen, Para Vivir Mejor”™
de Z., a7 de mayo de 2024

Dra. Rasario Hernandez Huesca
Directora General de Investigacion

cop. MVL Francisco Ramos Collazo.- Dvrector del Buoterio “Claude Bernand™ - psc.- Presente-
cLp Acchive
D RHM/gpe*

Vioerrectona de Investigaccn y Torme Ge Gasnon ACAOMMCE ¥

Batsadion 4 e
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11.2.
11.2.1.

Tablas analisis estadisticos.
Aplicacion de dapsona en ausencia de glicina.

4Tabla 1. Comparacién multiple por pares de la post prueba de Dunn en las

concentraciones de dapsona en ausencia de glicina.

[Dapsona] Diferencia de Q P<0.05
rangos

3 uM 70.267 4.075 Si

10 uM 61.205 3.797 Si

1nM 11 um 59.967 3.478 Si
300 nM 47.467 2.753 No

3 uM 62.252 4.081 Si

30nM | 10 uM 53.191 3.807 Si
1 uM 51.952 3.406 Si

10nM | 3puM 49.247 3.069 No

11.2.2.

Aplicacion de las concentraciones de dapsona con ACh 10 nM en

ausencia de glicina.
Tabla 2. Comparacion multiple por pares de la post prueba de Dunn de la ACh 10

nM con dapsona 1 uM, 100 y 1 nM en ausencia de glicina.

[Dapsona] + Diferencia de Q P<0.05
ACh 10 nM rangos
100 nM 1nM 13.117 3.168 Si
1 M 10.291 2.436 Si
1nM 1uM 2.826 0.700 No
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