, . . . s I
Benemérita Universidad Autdnoma de Q’“B s 0G

Puebla

O
S
O
)
o)

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Licenciatura en Biologia
Instituto de Fisiologia

Laboratorio de Neuromodulacién

“Efecto de la dopamina sobre la actividad del receptor de
glutamato tipo NMDA en ausencia de glicina, en
neuronas disociadas de forma aguda del cuerpo estriado
de rata”

Tesis
Para obtener el grado de
Licenciada en Biologia
Presenta
Rubi Andrea Ledn Martinez
Director de tesis

D.C. Jorge Luis Valente Flores Hernandez

Co-director de tesis
D.C. Jesuis Angel Tapia Lopez

Mayo 2025



Agradecimientos

A los miembros del jurado calificador.
Por sus valiosas observaciones y sugerencias, gracias.
A mis directores de tesis:

D.C. Jorge Luis Valente Flores Hernandez, por su acompafiamiento en la direccion de este

trabajo.
D. C. Jestis Angel Tapia Lopez, por su participacion en el seguimiento del proyecto.

A mis amigas del laboratorio de Neuromodulacion que hicieron mas ameno y divertido este

proceso: Naye y Dany.
Ala M. C. Erika Lorena Arroyo Rios, por la paciencia y todo lo ensefiado, ademds de su amistad.

Ala M. C. Evelyn Alejandra Ruiz Luna, por su disposicion y ayuda en los momentos mas

complicados del trabajo experimental, su amistad lo hizo especial.
A Edgar Macuil, por alentarme y acompafiarme en este proceso.
A mi mama, hasta el cielo, pero siempre tan cerca de mi.
A mi papa, mi hermano y hermana, mi apoyo infinito.

A mi abuelita que siempre cree en mi. A mi abuelito que ahora comparte espacio en el cielo con

mama.



INDICE
Abreviaturas
Resumen

INtrOAUCCION. . ...t e e e e e e
1.1 Ganglios Dasales. .........oovineii i
1.2 CUBIPO BSEIIAUO. . ...ttt et et
1.2.1 Neuronas espin0osas Medianas. .........c.overeiriiniarit e,

P R €1 11 - T 1 - 1
2.2 Receptores de glutamato metabotropiCos.............ccooviiiiiiiiiiiien,
2.3 Receptores de glutamato i0NOtrOPICOS. .......ovviviieiiii e,
2.3.1Receptor de NMDA . ...

S L DOPAMING. ..ttt

AL PatOlOgias. ....vie e

5.1 Antecedentes eSPeCIiTiCOS. ... ....c.ouiiriiii i
I1. Planteamiento del problema........ ...
L HIPOTESIS. .. e e
IV ODJELIVOS. ..ot

AV Y, =] (oo [o L T



Referencias



Abreviaturas

ATD Dominio amino terminal (ATD) o Dominio N-terminal (NTD)
CTD Dominio carboxilo-terminal

DA  Dopamina

GB  Ganglios basales

Glu  Glutamato

Gly Glicina

GP  Globo Palido

GPe Globo Palido externo

GPi  Globo Palido interno

GPm Globo Palido medial

iIGIuUR Receptores ionotrépicos de glutamato

INMDA Corriente de NMDA

LBD Dominio de union al ligando

MD  Dominio transmembrana

MGIuUR Receptores metabotrdpicos de glutamato

MSN Neurona espinosa mediana (medium spiny neurons)
MSNs Neuronas espinosas medianas (medium spiny neurons)
NMDAR Receptor de glutamato tipo NMDA

SN  Sustancia Nigra

SNc Sustancia Nigra pars compacta

SNr  Sustancia Nigra pars reticulata

STN Ndcleo Subtalamico



TMD Dominio transmembrana



Resumen

El cuerpo estriado constituye el ntcleo de entrada de los ganglios basales (GB), y envia sus
aferencias a los ndcleos de salida que son el globo palido y la sustancia nigra reticulata. Puede
dividirse en dos regiones fundamentales: la zona dorsal (caudo-putamen) y ventral (nlcleo
accumbens). La funcion del cuerpo estriado dorsal se asocia al control motor y el aprendizaje de
habilidades motoras; es un sitio importante para la plasticidad sinaptica. La célula de proyeccion
y mas abundante del cuerpo estriado es la neurona espinosa mediana (MSN) de tipo GABAérgico,
las cuales se dividen en estriatonigrales y estriatopalidales, que conforman dos vias antagonicas:
la via directa e indirecta, respectivamente; a través de ellas se regulan las funciones de este nucleo,
mediante los receptores dopaminérgicos de la familia D1y D2, por lo que la dopamina (DA) es un
neuromodulador necesario para el correcto funcionamiento de los GB, su disfuncion esta implicada

en enfermedades como el Parkinson y el Huntington.

Mudltiples estudios muestran una interaccion entre la DA y el sistema glutamatérgico, a
través de la modulacion del receptor ionotropico tipo NMDA (NMDAR), dicho canal tiene como
caracteristica el requerimiento clasico e indispensable un co-agonista, la glicina (Gly), necesario
para su apertura. Sin embargo, algunas investigaciones proponen nuevos enfoques de estudio en
la neuromodulacion del NMDAR en ausencia del co-agonista clasico. Estudios en el Laboratorio
de Neuromodulacion han generado las corrientes de NMDA (INMDA) en ausencia de Gly,
demostrando que no es necesaria la co-aplicacion de NMDA y Gly para la generacion de la
INMDA, por lo que para este proyecto se utilizé la misma condicion experimental para estudiar la
modulacion de la INMDA en presencia de diferentes concentraciones de DA. Los resultados en
esta Tesis revelan un efecto potenciador o inhibidor, al aumentar o disminuir, respectivamente; la
amplitud de la INMDA en la MSN disociada de forma aguda en ausencia de Gly. La potenciacion
e inhibicion de la INMDA se ha determinado que es por la activacion de la familia de receptores
dopaminérgicos D1y D2, sin embargo, en el laboratorio se han hecho propuestas que apuntan a
una modulacién de la INMDA por diferentes neuromoduladores en ausencia de glicina, por lo que
se podria proponer también a la dopamina. Los resultados de este trabajo se lograron empleando

la técnica de patch-clamp en configuracién whole-cell.

Este estudio podria ampliarse mediante el uso de farmacos bloqueadores de D1y D2, lo

que permitiria evaluar si la DA modula el NMDAR de manera independiente de los receptores



metabotrépicos dopaminérgicos, ademas de explorar una posible interaccion fisica entre la DAy
el NMDAR.



Introduccion

Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) constan de cuatro nucleos subcorticales interconectados, que
reciben aferencias de gran parte de la corteza cerebral y el tdlamo, llevando las eferencias a la
corteza motora primaria, premotora y prefrontal a través del talamo y a nucleos del tronco
encefalico como el nucleo pedunculopontino, nucleos reticulares y coliculos superiores. Los
nucleos de los GB se conforman por el cuerpo estriado (caudado-putamen), el globo palido (GP),
los cuales estan incrustados en lo profundo de los hemisferios cerebrales; el nicleo subtalamico
en el diencéfalo y la Sustancia Nigra (SN) en el mesencéfalo, esta tltima se divide en pars

reticulata (SNr) y pars compacta (SNc) (Kandel et al., 2001).

Las funciones principales de este conjunto de ntcleos radican en el control motor, pero
también tienen implicaciones en el aprendizaje motor, en funciones ejecutivas, el comportamiento,
aprendizaje procedimental, la plasticidad sinaptica y las emociones (Lanciego et al., 2012). Hasta
el momento sus funciones se clasifican en tres vias de informacion asociativa, limbica y

sensoriomotora (Foster et al., 2021)

Las funciones de los ganglios basales se reconocieron a partir de observaciones clinicas
durante el siglo XX, al notar que las lesiones en el nucleo lenticular (conformado por el putamen
y el globo palido) y en el ntcleo subtalamico se relacionaban con los signos de la enfermedad de

Parkinson, la distonia y el hemibalismo (Lanciego ef al., 2012).

La actividad de los ganglios basales se ha determinado a través de un modelo en el que se
presentan dos vias denominadas directa e indirecta, mediadas a través del cuerpo estriado,
provocando efectos opuestos en los ntcleos de eferencia e interactuan de la siguiente manera
(figura 1): la corteza cerebral y el tAlamo envian aferencias excitatorias al cuerpo estriado (flechas
verdes), que es la principal entrada de aferencias de los GB. En la via directa, la salida de
informacion de los GB (flechas azules) ocurre hacia el Globo Palido medial (GPm) y la SNr, y se
dirige principalmente a los nicleos talamicos para proyectarse a las areas frontales de la corteza
cerebral. En esta via se induce el movimiento, lo que ocurre por la inhibicion de la activacion de

la SNr, y asi se desinhiben los circuitos de salida. Y la via indirecta manda sus eferencias a través



del GP, que a su vez se dirigen al nucleo subtaldmico (STN), proyectandose al GPm y la SN, de
forma que esta interaccion permite una conexion indirecta con la salida de los ganglios basales
(como se muestra en la figura 1) y se suprime el movimiento, con un aumento de la activacion de
la SN, lo que conlleva a la inhibicién de los circuitos de salida (Kandel et al., 2001; Gerfen, 2006;
Freeze et al., 2013).

cebral cortex ‘
oe < T ‘\\

Superior
colliculus

Figura 1. Corte sagital del cerebro de ratén que muestra los ganglios basales y la representacién de la via directa
(azul) e indirecta (rojo). La via directa facilita el movimiento al inhibir el GPm/SNr, reduciendo su inhibicién sobre
el tallamo y permitiendo la activacion de la corteza motora. La via indirecta inhibe el movimiento al activar el STN,
lo que aumenta la inhibicién del GPm/SNr sobre el tAlamo y reduce la excitacion cortical. (Tomada de Gerfen,
2006).

Los componentes de los ganglios basales estan funcionalmente relacionados con el sistema
musculoesquelético, oculomotor, asociativo (aprendizaje, memoria y planificacion motora) y
limbico de acuerdo con sus propiedades fisiologicas y sus interconexiones con las areas de la
corteza y tdlamo, y el cuerpo estriado componente de los GB funge como principal receptor de

aferencias (Garrett, 1994).

Cuerpo estriado

El cuerpo estriado estd conformado por dos dreas: el estriado dorsal (caudo-putamen),
también conocido como neoestriado, y el estriado ventral, que incluye al nicleo accumbens

(Kandel et al., 2001). Su anatomia se considera como dos circuitos paralelos de corteza-ganglios
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basales-talamo-corteza, que divergen en este nicleo y son modulados por la dopamina (Kreitzer

& Malenka, 2008).

La importancia del cuerpo estriado radica en que es la principal entrada de informacion de
los ganglios basales y envia sus prolongaciones a los nlcleos de eferencia: el GP y la SNr, para
regular la via directa e indirecta como ya se ha mencionado (Kandel et al.,2001). También recibe
inervaciones de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, representando un area importante
para la plasticidad sinaptica , ya que la dopamina al ser un neuromodulador, en el cuerpo estriado
regula la actividad sinaptica y modula la eficacia de las conexiones neruronales (Kreitzer &
Malenka, 2008).

El cuerpo estriado participa tanto en el comportamiento motor como en la regulacion de la
actividad motora, el aprendizaje de habilidades motoras, la memoria procedimental, entre otras
funciones como procesos motivacionales; ademas su desregulacion provoca enfermedades como
el Parkinson, la corea de Huntington, la adiccion a las drogas y la esquizofrenia (Durieux et al.,
2011).

Este ndcleo presenta una compleja organizacion tipo mosaico de sistemas neuroquimicos,
por su disposicion especifica y compleja de sus componentes funcionales, caracterizada por la
existencia de zonas denominadas "parches” y "matriz" lo que se relaciona con sus conexiones
neuroanatémicas (Gerfen, 1992). Se presentan dos niveles de organizacion estriatal, un nivel con
una funcion tripartita, la cual incluye una parte motora (dorsolateral), una parte asociativa y una
parte limbica (las dos Gltimas, ventromediales); y el otro nivel en el que se divide el cuerpo estriado
es el compartimental que corresponde a la matriz o parche, este Gltimo también denominado
estriosoma (Joel & Weiner, 2000).

En el primer nivel de organizacién y el area en especifico en el que se centra este trabajo
es el cuerpo estriado dorsal con una funcion sensoriomotora, a diferencia del estriado ventral que
se encarga del procesamiento de la informacién limbica (Figura 2). El estriado dorsal, ademas se
puede subdividir en estriado dorso-lateral y dorso-medial, siendo el primero el encargado de
mediar el aprendizaje procedimental a estimulos-respuesta, y el segundo esta involucrado en el
aprendizaje espacial, aunque el estriado ventral también ha demostrado su implicacién en el

aprendizaje espacial, sin embargo, en diferentes componentes (Voorn et al., 2004).
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Estriado Dorsal
-> Dorsolateral (DLS)
- Dorsomedial (DMS)

tor

Estriado Ventral

-> Nucleo Accumbens
->Region Core
->Region Shell

-> Tubérculo Olfatorio

Limbic
Figura 2. Divisién morfofuncional del cuerpo estriado. De lado izquierdo se muestra demarcado en rojo el

estriado dorsal (parte superior) y la regién correspondiente al nicleo accumbens (parte inferior). Del lado derecho se
muestran las principales areas relacionadas con el procesamiento sensorial motor (azul), asociacion (verde) y limbico
(rosa). (Tomado de Arroyo-Rios E.L., 2021)

En cuanto a su citologia, hay una similitud entre el estriado dorsal y ventral, presentan el
mismo tipo de células que en su mayoria son neuronas espinosas medianas (MSNSs),
aproximadamente el 95% del total de células; y aunque la densidad de los diferentes tipos celulares
que presentan ambas areas no difiere mucho, se ha mostrado una mayor complejidad neuroguimica
y citoarquitectura en el estriado ventral. Para las MSNs se han clasificado a través de marcadores
neuroquimicos y receptores que demuestran que este tipo celular se divide en las dos vias: directa
(neuronas estriatonigrales, con expresion de receptores D1) e indirecta (neuronas estriatopalidales,

con expresion de receptores D2) (Voorn et al., 2004; Castro & Bruchas, 2019).

El 5% restante corresponde a las siguientes interneuronas: Interneuronas tonicamente
activas denominadas también como colinérgicas, ya que liberan acetilcolina (Tonically Active
Interneurons); interneuronas de disparo rapido, las cuales liberan parvalbumina (Fast-Spiking
Interneurons-FSI) y las neuronas de umbral bajo, liberadoras de somatostatina, neuropéptido Y, y

oxido nitrico (Low-Threshold Spiking Neurons). La clasificacion descrita se puede observar en la
figura 3 (Castro & Bruchas, 2019).
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Figura 3. Grafica que muestra la expresion aproximada de cada uno de los tipos celulares presentes en el

cuerpo estriado dorsal (Tomada y modificada de Castro & Bruchas, 2019).

El segundo nivel de organizacion en el cuerpo estriado es la division en los compartimentos
de parche (o estriosoma) y matriz, cada uno se proyecta a diferentes regiones, proporcionando
entradas a las areas con neuronas dopaminérgicas (parche) y GABAérgicas (matriz) hacia la SN.
Se ha considerado que esta compartimentalizacion esta relacionada con a la organizacion laminar
de la corteza. Es decir, las aferencias corticales hacia el parche provienen de la capa profunda V' y
VI de la corteza, mientras que las que se dirigen a la matriz se originan de la capa V superficial y
las capas supragranulares: la capa granular externa (I1) y la capa externa piramidal (I11) (Gerfen,
1992; Hustler, Lee & Porter).

Estos dos compartimentos tienen una organizacion histoquimica bien definida, la matriz
representa la mayor parte del estriado entre un 85 y 90% del tejido, con una alta cantidad de
calbindina, somatostina, encefalina, receptores D2 y marcadores colinérgicos que incluyen a la
acetilcolinesterasa y colina acetiltransferasa. En el tejido del estriado se intercalan los estriosomas
que corresponden al 10 y 15% restante, los cuales presentan altos niveles de expresidn del receptor
opioide u (MOR), sustancia P, receptores D1, met-encefalina, calretinina, Nr4al, pro-dinorfina,
GAD-2 y EGR-1, como se muestra en la figura 4 (Brimblecombe & Cragg, 2016; Voorn et al.,
2004).
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Sin embargo, hay neuronas que expresan tanto los receptores D1 como los D2, los cuales
se presentan tanto en la matriz como en los estriosomas, de forma que ambas pueden participar en
la via directa e indirecta. Sin embargo, en los estriosomas las neuronas de la via directa se expresan

en niveles ligeramente mas altos que las de la via indirecta.

La organizacion en parche y matriz se ha determinado a través de inmunotincién, sin
embargo, otro nivel de organizacion que se ha propuesto utilizando histoquimica es por la
distribucion de la actividad de la acetilcolinesterasa o de los niveles del receptor mu (MOR) como

se muestra en la figura 5 (Mértin et al., 2019).

Ademas del parche y matriz, Smith et al. (2017) mediante marcadores genéticos y
moleculares denominan una nueva region denominada exo-parche, la cual describen como
poblaciones de neuronas que se localizan en la matriz pero que presentan propiedades
neuroquimicas y electrofisioldgicas de las neuronas del parche, también proponen que las tres
regiones parche, exo-parche y matriz reciben informacion limbica y sensoriomotora, demostrando
que contrario a lo que previamente se habia reportado, los parches recibian la informacion limbica
con proyeccion a la SNc y que la matriz solo recibia aferencias sensoriomotoras y sin inervaciones
a la SNc.

La denominacion de un exo-parche se reafirma con el trabajo de Martin et al. (2019)
mediante la técnica de marcaje genético de las neuronas pertenecientes al parche, demostrando que
los exo-parches se encuentran distribuidos en todo el cuerpo estriado, pero mayormente en al area
dorsolateral, obteniendo que alrededor del 88.5% de las neuronas marcadas genéticamente forman
parte de los parches, mientras que el porcentaje remanente pertenece a los exo-parches. Con el
marcaje genético de este trabajo, se identificaron genes especificos con distinta expresion en cada
compartimento: Oprm1 (receptor opioide mu-1), SemaSb (semaforina 5B), Id4 (inhibidor de
diferenciacion 4) como se muestra en la figura 4 (Arriba), lo que demuestra que los parches y
exoparches tienen perfiles moleculares distintos de la matriz, y sugiere funciones diferenciadas en
la regulacion motora y emocional; ademads de las tres subregiones del cuerpo estriado que presenta
un perfil génico distinto que forman gradientes moleculares relacionados con las funciones
motoras, sensoriales y cognitivas, ventro-medial (Dlk), medial (Crym) y lateral (Gpr155) (Figura

4- Abajo).
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Figura 4. Mapa espaciomolecular del cuerpo estriado. Arriba. Organizacion Parche-Matriz (Patch-Matrix).
Se muestra la expresion genética de cada compartimento; Parche (Striosoma): Expresion alta de Oprml, Sema5h e
1d4 (+++); Exoparche: Expresion moderada (++); Matriz: Baja o nula expresion de estos genes (-). En medio. Tipos
de Neuronas Espinosas Medias (SPN Types). Se destaca el subtipo estriatonigral de neuronas espinosas medias
(SPNs), que expresan el gen Colllal (colageno tipo XI, alfa 1) y se observa como estas neuronas estan distribuidas
dentro del estriado. Abaje. Organizacion Espacial del Estriado (Spatial Domain). Se presentan tres subregiones del
estriado, cada una con un perfil génico distinto: Ventro-medial: Expresion alta de DIk (azul); Medial: Expresion alta

de Crym (rojo); y Lateral: Expresion alta de Gprl55 (verde). Imagen tomada de Martin et al., 2019.
Neuronas espinosas medianas

Una de las caracteristicas del cuerpo estriado es que presenta ausencia de neuronas
glutamatérgicas. Las células de proyeccion son las neuronas espinosas GABAérgicas de tamafio
medio (MSNs), 95% del total de células del cuerpo estriado, estriatonigrales y estriatopalidales,

como Yya se habia mencionado (Jurado et al., 2020; Plenz & Wickens, 2017).

Las MSNs tanto en la via directa como la indirecta tienen el mismo namero y forma,
distribuidas en la organizacidn tipo mosaico de sistemas neuroguimicos mencionado anteriormente
Gerfen, 1992).
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Stefani et al. (1998) y Yan et al. (2001) demostraron que tanto la encefalina como la
sustancia P se han encontrado en una misma neurona. Por otro lado, Schiffmann & Vanderhaeghen
(1993) determinaron que las MSNs estriatonigrales, parte de la via directa, co-expresan el receptor
de dopamina de la familia D1 (D1R), dinorfina y sustancia P, mientras que para las neuronas
estriatopalidales de la via indirecta hay una co-expresion del receptor de dopamina de la familia 2
(D2R), del receptor de adenosina A2A (A2AR) y encefalina. Sin embargo, es mas comun encontrar
en la literatura lo descubierto por Schiffmann & Vanderhaeghen.

De esta forma se consideran dos tipos de MSN, dependiendo de la predominancia de
receptores de las familias D1 o D2 y por las proyecciones que presentan a los ganglios cortico-
basales. En trabajos recientes se ha encontrado que los dos tipos de MSN tienen efectos
antagonicos en los efectos con las drogas de abuso, lo que es consistente con la funcion en los
comportamientos motores en la via directa e indirecta. Todas las drogas de abuso activan la
neurotransmision dopaminérgica, por un lado, facilitando la activacion glutamatérgica por D1,
pero inhibiendo a través de D2 (Lobo & Nestler, 2011).

La morfologia de la MSNs presenta una arquitectura somatodendritica relativamente
uniforme. EI soma tiene un tamafio de 12-20 um de diametro, del soma surgen generalmente entre
cinco a seis dendritas primarias, las cuales se dividen una o dos veces para formar dendritas
secundarias y terciarias, lo que constituye el arbol dendritico. EI nombre de neuronas espinosas
medianas lo reciben por la gran cantidad de espinas que presentan, pero no en todas las dendritas,
ya que las dendritas proximales que son de un diametro pequefio estan relativamente libres de
espinas. Mientras que las dendritas distales presentan una gran densidad de espinas, las cuales
comienzan a partir de 20 um desde el soma y hasta la punta de la dendrita. Cada MSN tiene un
axon principal que va desde el cuerpo celular y proyecta hasta las estructuras de eferencia, una

representacion de una MSN se observa en la figura 5 (Plenz & Wickens, 2017).
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A)

Figura 5. A) Reconstruccidn de una MSN de cuerpo estriado que muestra la arborizacién dendritica con HRP
(Horseradish peroxidase) y B) una imagen de alta resolucién de un microscopio electrénico donde se puede observar

un arbol dendritico y sus espinas (Tomada de Plenz & Wickens, 2017).

Con respecto a las propiedades electrofisiologicas entre las neuronas D1 y D2, Cepeda et
al., (2008), demostraron que las propiedades pasivas de la membrana como la resistencia de
acceso, la capacitancia de la membrana y la constante de tiempo (producto de la resistencia y la
capacitancia de la membrana neuronal) la relacion entre eran parecidas y que todas las MSN
presentaron un potencial de reposo hiperpolarizado, sin embargo, también hay diferencias, por
ejemplo las neuronas D2 presentan un umbral menor para la activacion de los potenciales de accién
a diferencia de las D1, ademas mediante la técnica de patch-clamp en configuracion whole-cell se
realizaron registros voltage-clamp en donde la frecuencia de las corrientes postsinapticas

excitadoras fue mayor en las MSN D2 que en las D1.

Glutamato

El glutamato (Glu) es un aminoacido no esencial y es el principal neurotransmisor
excitatorio en el sistema nervioso central, realiza maltiples funciones en el cerebro de los

mamiferos como un componente esencial del metabolismo, forma parte en la construccién de
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proteinas, como sustrato energético e incluso como una potente neurotoxina; y actla como
precursor del neurotransmisor &cido y-aminobutirico (GABA) el cual es el principal
neurotransmisor de inhibicion (Brosnan & Brosnan, 2012; Bak et al., 2006 ). También acta como
precursor de otros intermediarios del ciclo de &cido tricarboxilico (TCA) y participa en el equilibrio
osmadtico, por ejemplo, en la homeostasis del amoniaco (Sears & Hewett, 2021).

El glutamato no puede atravesar la barrera hematoencefalica, su sintesis se produce en la
mitocondria de la neurona a partir de la glucosa y otros precursores, después se acumula en
vesiculas sinapticas en el citoplasma a través de un proceso dependiente de Mg?*/ATP. Su sintesis
ocurre tanto en neuronas como en los astrocitos, a partir de la glutamina por accién de la
glutaminasa mitocondrial dependiente de fosfato. Otra fuente adicional de glutamato es a través
de la transamidacion de a-cetoglutarato mediante la enzima glutamato deshidrogenasa,

intermediario importante en el ciclo de TCA (Sears & Hewett, 2021).

La liberacion de glutamato a la hendidura sinaptica se activa con la propagacion del
impulso nervioso hacia la terminal del axén, proceso dependiente de la entrada de Ca?*, la cual
estimula la interaccion entre las proteinas vesiculares y las proteinas de la membrana sinaptica, lo
que permite que las vesiculas sinapticas se fusionen con la membrana sinaptica y se libere el
glutamato el cual se unira a los receptores especificos en la membrana de la célula postsinaptica.
Después de la union de glutamato a sus receptores, para evitar la acumulacion excesiva en la
hendidura sinaptica, es necesaria su recaptacion a través de los transportadores de glutamato
dependientes de sodio, es cual es un tipo de cotransporte activo secundario, impulsado por un
gradiente electroquimico, por cada molécula de glutamato del exterior co-transporta dos iones de
Na' dentro de la célula y también puede ser cotransportado un ién H'; mientras que un ién de K*

y un i6n HO™ se transportan al exterior (Flores et al., 2012; Atwell, Barbour & Szatkowski, 1993).

Es importante la regulacion de las concentraciones de glutamato, ya que una concentracion
excesiva provoca desbalances en la neurotransmision y neurodegeneracion por excitoxicidad,
incluso conduciendo a la muerte celular (Mangia, Giove & DiNuzzo, 2012). Asi como también es
importante el equilibrio excitatorio (Glu)/inhibitorio (GABA), ya que su perturbacion conlleva a
enfermedades y trastornos como los accidentes cerebrovasculares, la enfermedad de Alzheimer,

lesiones cerebrales, epilepsia, esquizofrenia, entre otros (Sears & Hewett, 2021).
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La concentracion de glutamato se ha estimado en una concentracion de 10 a 15 mM dentro
del citoplasma de la neurona, de esta concentracion ocurre un rapido empaquetamiento dentro de
vesiculas sinapticas de las terminales nerviosas hasta acumular una concentracion de 100 mM

(Mangia, Giove & DiNuzzo, 2012).

En el espacio extracelular se ha informado una concentracion que oscila entre 25 y 90 nM
en el corte cerebral agudo, a través de mediciones electrofisioldgicas de la actividad tonica del
NMDAR. Por otro lado, en estudios con microdialisis in vivo sugieren concentraciones mas altas
entre (0.2-35 uM) lo que podria explicarse por el dafio tisular generado por este procedimiento,
que aunque es mas localizado, el dafio es acumulativo y dificil de controlar, a diferencia del dafio
por corte cerebral agudo que aunque es un mayor dafio mecéanico al inicio, no hay dafio

acumulativo (Sears & Hewwet, 2021).

Gran parte de las sinapsis neuronales liberan glutamato en el sistema nervioso central,
aproximadamente el 80-90 % (Sears & Hewett, 2021). La sefializacion de glutamato comienza a
través de los receptores de glutamato: ionotrépicos (iGluRs) y metabotropicos (mGluR),

dependiendo a cudl se una, lo que se profundizara mas adelante.
Receptores de glutamato

En la figura 6 se muestran los receptores, hasta el momento descritos, del neurotransmisor
glutamato. Estos receptores se agrupan en 2 grandes familias, una ionotropica que consisten en
canales idnicos que permite el flujo de iones, y la otra de receptores metabotrdpicos, los cuales se
encuentran acoplados a una proteina G, que, tras su activacion, desencadenan una via de

sefializacion dada por segundos mensajeros.

Receptores de glutamato metabotrépicos

El glutamato a través de los receptores acoplados a proteinas G, activa vias de sefializacion
de segundos mensajeros para modular la excitabilidad celular y la transmision sinaptica
(Niswender & Jeffrey, 2010). Los receptores metabotrdpicos se clasifican en tres grupos (I, Il 'y

I11) y se acoplan a proteinas G de la clase C (mGIuR) (Meldrum, 2000)

Los mGluR se diferencian de los demas receptores asociados a proteinas G (A, B, D, E y

F) porque presentan un dominio N-terminal extracelular el cual es denominado dominio Venus
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flytrap (VFD) el cual contiene el sitio de unién al glutamato. Se conforman de 7 dominios
transmembrana unidos a 3 bucles intracelulares y 3 bucles extracelulares, un dominio rico en
cisteina y un dominio C-terminal que regula la modulacién de la sefalizacion y la expresion de
acople a la proteina G (Suh, Chang & Roche, 2018).

El dominio VFD adopta diferentes conformaciones segin el ligando unido. Cuando un
antagonista se une, el VFD permanece en una conformacion abierta-abierta, lo que impide la
activacion del receptor. En cambio, cuando un agonista se une, induce transiciones a las
conformaciones abierto-cerrado o cerrado-cerrado, promoviendo la activacion del receptor y su
sefalizacion intracelular (Luessen & Conn, 2022). Cabe destacar que el "abrir" o "cerrar" se refiere
a cambios estructurales en el VFD, no a un canal i6nico, ya que los mGluR son receptores
acoplados a proteinas G, no canales idnicos como los receptores ionotropicos de glutamato.

Los mGIluR comprenden tres tipos de receptores: el grupo I que incluye a mGluR1 y
mGluR3, se asocian a principalmente a la proteina G, los cuales se encargan de la activacion de
la fosfolipasa C, lo que conlleva a un aumento de la concentracion intracelular de inositol trifosfato
y de la movilizacion de Ca?*; este receptor se asocia a las respuestas sindpticas excitatorias. El
grupo Il incluye a mGIluR2 y mGluR3; y el grupo III a mGluR4, mGluR7 y mGluR8, ambos grupos
se acoplan a la proteina Gi, y se relacionan con la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa
lo que conlleva a una disminucion de la concentracion intracelular de AMPc, y esto se expresa en
el decaimiento de las respuestas sinapticas mediante la inhibicioén de la liberacion del glutamato

(Watkins & Jane, 2006; Reiner & Levitz, 2018).
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Glutamato

Receptor Receptor
ionotropico metabotrépico

Activados por ligando Acoplados a proteinas G
Presentan un canal ionico Activacion de vias de sefializacion
[ nvpA | | Kainato | | ampa | | Clase1 | [ Claserr | | Clase 1t |
GluN1 GluK1 GluAl mGluRl  mGluR2 mGluR4
GluK2 GluA2 mGluRS  mGluR3 mGluR6
GluN2A GIluK3 GluA3 mGIluR7
GIluN2B GluK4 Gluad mGluRS8
GluN2C GIluK5
GluN2D
GluN3A
GIluN3B

Subunidades
Figura 6. Clasificacion de las familias de receptores de glutamato. Diagrama modificado de Flores et al.,
2012.

Receptores de glutamato ionotropicos

Los receptores ionotropicos de glutamato (iGIUR) son tetrdmeros que funcionan como
canales idnicos activados por ligando, modulando la transmision sinéptica excitatoria rapida.
Presentan un sitio ortostérico donde el glutamato se une para activar el receptor, asi como sitios
alostéricos donde otras moléculas pueden modular su actividad sin activarlo directamente.
Ademas, poseen un poro transmembranal permeable a iones, cuya apertura o cierre depende de
cambios conformacionales inducidos por agonistas y moduladores alostéricos (Luessen & Conn,
2022; Traynelis, 2010).

Estos receptores se clasifican de acuerdo con su farmacologia y homologia estructural, que
incluye 4 clases de receptores: AMPA (&cido a-mino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) con
las subunidades GluA1-GluA4, Kainato (Acido Kainico) con las subunidades GluK1-GIluKS5,
NMDA (N-methyl-D-aspartate) con las subunidades GIuN1, GIuN2A-D, GIuN3A y GIuN3B,
como se muestra en la figura 6. Cada uno de estos receptores son permeables al Na* y K*, y los
receptores de NMDA también al Ca®* (Traynelis, 2010; Flores et al., 2012). La estructura de los
receptores AMPA (AMPAR) consta de cuatro subunidades centrales GluA1-4, formando homo y

heterotetrameros. Estos receptores presentan una cinética particularmente rapida, en un tiempo
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inferior a un milisegundo, de forma que el canal se abre y cierra en milisegundos, lo que permite
la rdpida despolarizacion de la membrana postsinaptica. Gracias a esto, se logra eliminar el bloqueo
por Mg?* del receptor de NMDA (NMDAR), esto al permitir la entrada de Ca?* lo que facilita los

cambios en la transmision sinaptica (Greger, Watson & Cull, 2017).

Los receptores de Kainato, se conforman de una combinacion de las subunidades GluK1-
GIluK5. Con las subunidades GluK1, GluK2 y GIuK3 pueden formar un receptor homomérico o
heteromérico, mientras que, las subunidades GluK4 y GIuK5 pueden solo formar receptores
funcionales al unirse con las subunidades GluK1, GluK2 y GluK3. Una diferencia de este receptor
con respecto al AMPAR y NMDAR es que presenta corrientes pequefias y con una cinética lenta
de activacion y desensibilizacion (Negrete, Falcon & Rodriguez, 2021). Se puede observar la
diferencia entre las corrientes del AMPAR y Kainato en la figura 7.

AMPA kainate

1 nA

500 ms

Figura 7. Comparacién de las corrientes inducidas por la activacion de los receptores AMPA y Kainato en
motoneuronas de rata. La corriente de AMPA muestra una rapida activacion seguida de desensibilizacion parcial y
recuperacion gradual, mientras que la corriente de Kainato es mas sostenida, con menor desensibilizacion y un
decaimiento mas lento. Eje Y: Representa la corriente medida en nanoamperios (nA). Eje X: Representa el tiempo en
milisegundos (ms). Barras horizontales arriba de cada traza: Indican la duracion de la aplicacion del agonista. (Tomado
de Vandenberghe et al., 2000).

Receptor de NMDA

El receptor de NMDA (NMDAR) es un complejo que forma un heterotetrdmero que puede
conteener tres tipos de subunidades diferentes GIuN1, GIuN2 y GIuN3, cada subunidad es
codificada por diferentes genes. EI gen GRIN1 genera 8 isoformas de la subunidad GIuNZ1; GIuN2
son codificadas por GRIN2A-D; y GIuN3 por GRIN3A-B (Paoletti & Neyton, 2007; Vyklicky et
al., 2013). Para su conformacién funcional se requiere de 4 subunidades, necesariamente 2

subunidades de GIuN1 combinadas con dos subunidades de GIuN2 y/o GIuN3 (Traynelis et al.,
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2010). Ademas de generar una sefial eléctrica, estos receptores regulan la entrada de Ca?*, el cual
tiene un papel importante en la plasticidad y transmision sinaptica en el aprendizaje y memoria
(Zhu et al., 2016).

Su estructura se conforma de un dominio extracelular amino-terminal o N-terminal (NTD),
el cual se vincula con otro dominio de union al ligando (LBD) con dos segmentos de amino&cidos:
S1y S2; LBD a su vez se conecta a un dominio transmembrana (TMD), el cual forma parte del
poro del canal i6nico. EI TMD contiene tres hélices transmembranales (M1, M3 y M4) que se
conectan con un dominio carboxilo-terminal (CTD) (Vyklicky et al., 2014; Glasgow et al., 2015).
Aparte de estas hélices, contiene un bucle de reentrada al canal denominado M2 (Traynelis et al.,
2010).

El LBD se conforma de dos dominios: S1 superiory S2 inferior. En un dimero de dos LBD,
el papel que juega S1 superior es formando un contacto con el segundo dominio superior, lo que
mantiene a ambos dominios en contacto de forma rigida. Por otro lado, los dominios inferiores S2
al parecer no tienen un contacto de dimerizacion, por lo que se mantienen relativamente moviles,
esto tiene importancia en el tipo de activacion del receptor en la configuracion en la que se presente
(Vyklicky et al., 2014; Sobolevsky et al., 2007).

La subunidad GIuN2 define propiedades de la actividad del NMDAR como la diversidad
funcional, la sensibilidad, la conductancia y la desensibilizacion del receptor lo que repercute
directamente en las corrientes. Esta subunidad presenta diversos sitios de unién en la regién
extracelular, donde se unen ligandos endégenos como poliaminas, asi como protones y Zn+, los
cuales actiian como reguladores de la actividad del NMDAR, en la entrada y salida de Ca?*. Y

también se pueden unir ligandos exdgenos como el ifenprodil (Flores et al., 2012).

Para el ensamblaje de las subunidades del receptor funcional se han propuesto tres modelos
(Traynelis et al., 2010). El primer modelo planteado por Papadakis, Hawkins & Stephenson (2004)
sugiere gque, para el ensamblaje funcional del NMDAR, inicialmente se acoplan los homodimeros
GlunN1-GIluN1 mediante puentes disulfuro, posteriormente los homodimeros de GIUN2 se unen
para formar el tetrdmero. Mientras que el segundo modelo segin Atlason et al. (2007), inicialmente
ocurre la homodimerizacién de GIuN1-GIluN1 y después la unién de cada uno de los dos
mondmeros de GIuN2 hasta formar el tetramero, esto lo demostraron en una linea celular en donde

las subunidades NR2 Y NR3 presentaron una degradacién mas rapida a diferencia de NR1 que
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presenta un plegamiento mas estable al expresarse solo, pero cuando se co-expresd NR1y NR2,
esta Ultima era mas estable, de forma que pueden asociarse finalmente al dimero GluN1-GIluN1.
El tercer modelo segun Schler et al. (2008), a diferencia de los otros dos donde primero se forman
homodimeros, primero se forman heterodimeros GIuUN1/GIuN2 o GIuN1/GIluN3 para determinar

el ensamblaje del NMDAR con la posterior unién de otro heterodimero.
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Figura 8. Estructura cristalizada del receptor de NMDA. Se observan las subunidades GIUN1 y GIuN2, el
dominio amino terminal (ATD), el dominio de unidn al ligando (LBD) con los dominios S1 (superior) y S2 (inferior),
el dominio transmembrana (MD) y el dominio carboxilo terminal (CTD) (Tomada de Vyklicky et al., 2014).

La activacion del NMDAR que presenta las subunidades GIuN1/ GIuN2 requiere de dos
moléculas de glutamato, las cuales se unen a LBD de GIuN2, ademas, clasicamente desde 1987
con el trabajo de Johnson & Ascher, se considera también necesarias dos moléculas de glicina que
actian como co-agonistas, los cuales se unen a GIuN1, ademas de otros co-agonistas propuestos
como D-serina y D-alanina. EI NMDR formado por estas subunidades presentan una mayor
densidad de expresion. Por otra parte, los NMDAR compuestos por las subunidades GIuN1/GIuN3
requieren de una sola molécula de glicina para su activacion (Vyklicky et al., 2014; Johnson &
Ascher, 1987).

El NMDAR tiene propiedades distintivas entre los receptores ionotropicos, como el
bloqueo voltaje-dependiente por Mg?* extracelular. Aunque el glutamato puede unirse al receptor

NMDA en presencia de Mg?', el canal permanece bloqueado y no hay flujo iénico. Cuando un
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impulso sinaptico produce una despolarizacion, los receptores AMPA se activan rapidamente, lo
que reduce la fuerza de atraccion entre el Mg?" y la carga negativa del canal, permitiendo su
liberacion. Esto desbloquea el poro del canal, permitiendo el paso de iones, incluida la entrada de
Ca?", caracteristica clave de este receptor. La corriente generada se activa lentamente y puede durar
entre decenas a cientos de milisegundos (Hansen et al., 2018; Watkins & Jane, 2006).

Se ha propuesto que la activacion del receptor de NMDA requiere obligadamente de la
coactivacion por Glicina, sin embargo, en una publicacion reciente Islas y colaboradores proponen
en estudios in silico la interaccion de acetilcolina uniéndose al sitio de glicina (Islas et al., 2022).
Este hecho abre la posibilidad de que la acetilcolina module la actividad del receptor de NMDA
lo cual ya habia sido propuesto por Flores-Hernandez et al., en 2009, abriendo la posibilidad de

que acetilcolina tiene acciones mas alla de la clésica actividad nicotinica o muscarinica.

Existen otros agonistas parciales y completos para activar el NMDAR como: el NMDA
(N-methyl-D-aspartate) del cual recibe su nombre al ser un agonista que no se une a ningun otro
receptor de glutamato; también L-glutamato, D-glutamato, D-aspartato y L-aspartato (Vyklicky et
al., 2014).

Los NMDAR en su estructura presentan diversidad en sus sitios de union para ligandos
enddgenos u otros agentes farmacologicos, ya que modulan la actividad del receptor de forma
selectiva por subunidades, por ejemplo, presenta el sitio de union a glutamato, el poro del canal
iGnico y sitios alostéricos que recientemente se han identificado en el NTD como se puede observar
en la figura 9 (Paoletti & Neyton, 2007). Puede ser modulado por moléculas como el Zn+
enddgeno, los protones, las poliaminas, los compuestos sintéticos y los moduladores alostéricos
como Ro 25-6981 que se ha probado como bloqueador de los subtipos de receptores de NMDA
(Shujia et al., 2016; Fischer et al., 1997).
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Figura 9. Diversidad de los sitios de unién del NMDAR. Se pueden observar el sitio de unién a glutamato,
sitio de unidn a glicina, el poro del canal i6nico donde se encuentra el Mg?*, y los sitios de unién alostéricos (Tomado
de Mitchell et al., 2023).

El NMDAR se modula tanto positiva como negativamente mediante antagonistas y

agonistas. Los antagonistas pueden ser clasificados dependiendo del lugar de accion:

Como bloqueador del canal idnico dentro del poro o inhibiendo la actividad de dos formas:
como antagonistas competitivos y no competitivos, los primeros se unen al sitio de unién de los
agonistas, pero sin activar el receptor. Por otro lado, la inhibicion con antagonistas no competitivos
requiere la activacion previa del receptor, esto lo pueden realizar diversos compuestos organicos
que se caracterizan por tener carga positiva y no ser dependientes de voltaje (Vyklicky et al., 2014).
De los primeros antagonistas descubiertos fueron los de tipo no-competitivo en el sitio de union al
glutamato y uno de los primeros compuestos utilizados fue el R-AP5 (R-2-amino-5-

fosfonopentanoato) (Paoletti & Neyton, 2007).

La regulacién del NMDAR es importante para evitar los efectos de excitotoxicidad que
provoca la activacion excesiva del receptor por la liberacion de glutamato, lo que conlleva a la
elevacion de Ca2" intracelular y provoca la lipoperoxidacion de la membrana citoplasmatica, el
reticulo endoplasmico y la mitocondria. La muerte celular y neurodegeneracion se relacionan con
enfermedades como la epilepsia, isquemia cerebral, enfermedad de Huntington, Alzheimer y
Parkinson (Flores et al., 2012).
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Dopamina

La dopamina (DA), conocida también como 3, 4-dihidroxitiramina, es una catecolamina
sintetizada en el citosol de la célula a partir de la enzima tirosina hidroxilasa, que al agregar un
grupo hidroxilo a la tirosina la transforma en L-DOPA, la cual mediante la DOPA descarboxilasa

se transforma en dopamina, como se puede observar en la figura 10 (Speranza et al., 2021).
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Figura 10. Sintesis de la dopamina. Se sinteriza a partir de la Tirosina, mediante la enzima tirosina hidroxilasa
(TH) y la transforma en L-DOPA, después la DOPA descarboxilasa la convierte finalmente en DA, la cual se integra
a las vesiculas sinapticas a través del transportador vesicular de monoaminas 2 y se almacena hasta ser descargada por

exocitosis en la membrana celular y se libera en la sinapsis (Tomada de Juarez et al., 2016).

La DA esta implicada en diversas funciones como el control motor, el aprendizaje, la
motivacion, la recompensa, y también realiza actividades en la periferia como modulador de la
motilidad gastrointestinal, de la funcion cardiovascular, en la liberacion de otras catecolaminas, en
la secrecién de hormonas, la funcion renal y tono vascular por ello se destaca su importancia, ya
que una desregulacion en las vias dopaminérgicas puede provocar enfermedades que representan
una problematica en los sistemas de salud, como la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, la

adiccion, el sindrome de Tourette y la hiperprolactinemia (Liu & Kaeser, 2019)
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Los receptores del sistema dopaminérgico (DR) se clasifican en dos familias: la familia D1
y la familia D2. La primera familia incluye a D1 y Ds; y la segunda incluye a D2, D3 y Ds. Ambas
familias de receptores activan proteinas G. Los receptores tipo D1 se unen a la proteina Gsolr,
acoplada positivamente a la adenilato ciclasa, su activacién conlleva al incremento de los niveles
citosolicos de AMPc (adenosina 3°,5’-monofosfato ciclico), mientras que los receptores tipo D2
al unirse a la proteina Gis, disminuyen los niveles de AMPc. La activacion de los receptores D1,
después de aumentar los niveles de AMPc, lleva la activacion de PKA lo que a su vez aumenta la

conductancia de los canales de Ca?* tipo L y disminuye la conductancia de K.

Los receptores de dopamina D1, ademas de activar la adenilato ciclasa, también aumentan
el metabolismo de los fosfoinositidos, mientras que los receptores D2 activan a la fosfolipasa C y
realizan actividades no clasicas como interactuar con otros mediadores y sistemas de receptores,
(Teng et al., 2022; Myslivecek, 2022).

Los DR acoplados a las proteinas G, forman una asociacion reversible con proteinas
intracelulares heterotriméricas y una alta afinidad para que un agonista se pueda unir al receptor,
depende en parte de que la subunidad o se unaa GDP y el receptor sufre un cambio conformacional
que provoca que se intercambie GDP por GTP. Por consiguiente, se disocia el heterotrimero del
receptor lo que conduce a estado de baja afinidad para el agonista. Siguiendo el ciclo, la subunidad
a se une a GTP, lo que media los efectos en la adenilato ciclasa, por otro lado, la actividad
enzimatica intrinseca hidroliza GTP a GDP, de forma que de nuevo la afinidad de los agonistas
del receptor vuelve a ser alta (Cumming, 2011; Andersen & Jansen, 1990). La afinidad de los DR
pude depender de varios factores, Cumming (2011) en el estriado demostré que una subpoblacion
de receptores D1, se une a agonistas con alta afinidad, lo que generalmente pero no siempre resulta
en la conversién a un estado de baja afinidad tras la adicion de GTP. Richfield, Penney & Young
(1989) hallaron que los receptores D1 y D2 mostraron diferentes estados de afinidad en ausencia
de nucledtidos de guanina exogenos, el D1 mostro un estado de baja afinidad tanto para el agonista
selectivo como no selectivo, mientras que el receptor D> mostré un estado de afinidad alto tanto

para un agonista no selectivo como selectivo.

Para el receptor D», se han propuesto dos teorias para determinar la afinidad del receptor
que también se conoce dependiendo de la alta o baja afinidad como acoplada o desacoplada a la

proteina G. La primera teoria denominada como pre-acoplada propone que el receptor D2, forma
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un complejo con la proteina G, lo que conlleva a que el receptor tenga una alta afinidad a la union
de los agonistas. La segunda se denomina la teoria de colision y plantea que tanto el receptor como
la proteina G se encuentran libremente en la membrana plasmaética sin el agonista, pero cuando
este se une, entonces cambia su conformacion a una con mayor afinidad por la proteina G, lo que

conduce después a su activacion (Skinbjerg et al., 2012).

De todos los receptores, tanto D; como D- son los que mayormente se encuentran en el
cuerpo estriado adulto. EI receptor que se expresa en mayor cantidad en comparacion con todos
los tipos es el D1 en el cerebro adulto, expresado generalmente en el estriado dorsal y ventral,
también se ha detectado en el sistema limbico, hipotalamo y tdlamo (Dziedzicka, 2004). Se ha co-
localizado el receptor D2 dentro en las MSNs en los axones, dendritas y el soma de la parte
dorsolateral del nacleo caudado putamen y accumbens (Delle, Sesack & Pickel, 1997).

La dopamina al interactuar con sus DR desempefia un papel como neuromodulador de las
cascadas de sefializacion intracelulares, ya que la activacion de las proteinas G provoca que se
activen segundos mensajeros. Mediante técnicas electrofisioldgicas, se ha comprobado que las
células del nucleo estriado se median por diversos receptores, ademas de los DR, que, en conjunto
con la modulacién de corrientes dependientes de voltaje, permiten la potenciacion o inhibicion de
las respuestas activadas por NMDA. Especificamente, se ha determinado que los receptores D1
potencia las respuestas del glutamato en la via directa, mientras que los receptores D2 atenua las

respuestas del glutamato en la via indirecta en las MSNs (Cepeda & Levine, 2012)

La poblacion mas grande de neuronas dopaminérgicas, aproximadamente del 70% se
encuentra en el mesencéfalo ventral, y se conforma de tres nacleos: la sustancia nigra (SN), la cual
se divide en la sustancia nigra pars reticulata (SNr) y sustancia nigra pars compacta (SNc); el

area tegmental ventral (VTA) y el nucleo arqueado del hipotalamo (Speranza et al., 2021).

Las vias dopaminérgicas surgen en el hipotalamo y en el mesencéfalo que llevan
prolongaciones al diencéfalo y telencéfalo. Se reconocen 4 vias para las neuronas dopaminérgicas,
las cuales se puede observar en la figura 11: La via mesocortical se proyecta del VTA a las corteza
prefrontal; la via mesolimbica se proyecta también desde del VTA pero al estriado ventral (nucleo
accumbens) y esta via junto con la mesocortical se asocian con el control de la recompensa y la
motivacion; la via nigroestriatal desde la sustancia SNc donde se encuentran los somas que

proyectan sus axones ramificados al cuerpo estriado dorsal (caudo-putamen) y su funcién se asocia
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con el control motor; y la via tuberoinfundibular la cual se proyecta del nucleo arqueado y el ndcleo
paraventricular a la glandula pituitaria, esta via se encarga de la secrecién de prolactina de la
glandula pituitaria anterior (Liu & Kaeser, 2019; Xu, H. & Yang, F. 2022).

Hypothalamu

e—— Mesocortical pathway
o——3 Mesolimbic pathway
Nigrostriatal pathway

o—— Tuberoinfundibular pathway

Figura 11. Vias dopaminérgicas. Se reconocen 4 vias: la via mesocortical (azul), la via mesolimbica (lila), la

via nigroestriatal (amarillo) y la via tuberoinfundibular (verde) (Tomada de Xu & Yang, 2022).

Uno de los mecanismos para regular las concentraciones intracelulares de dopamina es a
través de los transportadores vesiculares de monoaminas (Elsworth, 2020). También se modulan
los niveles extracelulares de DA a través de dos mecanismos denominados como transmision
tonica y transmision fasica. En la primera ocurre cuando hay una descarga de una pequefia cantidad
de DA que no depende de la actividad neuronal y se modula mediante la actividad neuronal y la
recaptacion de neurotransmisores. Mientras que la transmision fasica ocurre cuando la DA se

libera por las células dopaminérgicas (Juarez et al., 2015).

Uno de los mecanismos para regular las concentraciones intracelulares de dopamina es el
uso de los transportadores vesiculares de monoaminas (Elsworth, 2020). Por otro lado, los niveles
extracelulares de dopamina se modulan mediante dos mecanismos principales: la transmision
tonica y la transmision fasica. La transmision tonica implica la liberacion de pequefias cantidades

de dopamina, independientes de la actividad neuronal directa, y esta regulada por la recaptacion
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de neurotransmisores y la actividad neuronal. En contraste, la transmision féasica ocurre cuando las

celulas dopaminérgicas liberan dopamina en respuesta a estimulos especificos (Juérez et al., 2015).

Las concentraciones de dopamina en el cuerpo estriado fluctdan segun la actividad del
cerebro, como cuando responde a estimulos o regula funciones basicas. Los niveles de DA varian
en el tiempo desde segundos hasta oscilaciones en horas. Lo que también depende de la transmision
tonica y fasica. La tdnica se presenta entre el 50 y 98% de las neuronas dopaminérgicas, este tipo
de activacion genera niveles transitorios de DA de corta duracion y ya que la DA se disipa de
forma rapida en el espacio extracelular, los niveles basales considerados entre ~2-20 nM de DA
dependeran del equilibrio entre la liberacion tonica y la recaptacion a través del transportador de
dopamina. Y por otro lado en la liberacion fasica es una réapida elevacion de DA que activa de
forma simultanea varios sitios de liberacion de DA. Esta Gltima se relaciona también con la

activacion de NMDAR y como respuesta a estimulos ambientales (Liu, Goel & Kaeser, 2021
Patologias

La DA es indispensable para el funcionamiento normal de los GB en general, por lo que su
desbalance conlleva al desarrollo de enfermedades de distintos tipos que afectan la cognicion, la
memoria y el control motor, causando enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y la

enfermedad de Huntington (Cepeda et al., 2009).
Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) se reconoce como un trastorno neurodegenerativo
complejo y multi sistémico, el cual después de la enfermedad de Alzheimer es el mas comun,
afectando al 1% de la poblacion de adultos mayores de 60 afios (McGregor & Nelson, 2019).
Aunque principalmente se presenta en adultos mayores, también puede aparecer en pacientes
mucho mas jovenes, y los hombres presentan una probabilidad de 1.5 a 2 veces de padecer esta

enfermedad que las mujeres (Beitz, 2014).

La EP se manifiesta con sintomas motores y no motores. La fisiopatologia de la enfermedad
de Parkinson se centra en la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y el
desarrollo de los cuerpos de Lewy. Se ha demostrado que hay una relacion entre los oligdmeros

de a-sinucleina y la EP, que conlleva a la formacion de estos cuerpos (Elsworth, 2020).
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Cuando los sintomas de la enfermedad se comienzan a manifestar, se estima que ya hay
una pérdida del 60% al 70% de las neuronas (Beitz, 2014).

La a-sinucleina es una proteina presente en las neuronas, las conformaciones oligoméricas
que forma, denominadas fibrillas son las que producen la toxicidad que afecta la homeostasis
celular lo que puede inducir la muerte celular (Stefanis, 2012).

La EP se puede desencadenar por el envejecimiento, estrés oxidativo, factores genéticos y
se ha sugerido ademas al estrés ambiental como desencadenante de la EP, asi como la exposicion
a toxinas ambientales como pesticidas o el consumo de drogas de abuso como la heroina sintética

y los factores genéticos (Beitz, 2014).

En condiciones normales, la corteza cerebral libera glutamato hacia el cuerpo estriado,
mientras que la sustancia negra compacta (SNc) libera dopamina (DA) para modular esta sefial.
La dopamina actla sobre dos tipos de receptores: los D1, que aumentan la actividad neuronal, y
los D2, que la reducen, equilibrando asi la transmisién. En la enfermedad de Parkinson, la pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la SNc disminuye los niveles de DA. Como los receptores D1
requieren un aumento de DA para activarse, la via directa pierde su efecto facilitador. Al mismo
tiempo, la falta de activacion de los D2 impide la inhibicion de la via indirecta, lo que favorece
una sobreestimulacion glutamatérgica de la corteza al cuerpo estriado. Como consecuencia, el
cuerpo estriado libera mas GABA, inhibiendo fuertemente el globo palido externo (GPe). Esto
reduce su accion inhibitoria sobre el nucleo subtalamico, que entonces activa en exceso al globo
palido interno (GPi) y la sustancia negra reticulada (SNr). Ambos nucleos inhiben fuertemente al
tadlamo (VA/VL), lo que disminuye la excitacion de la corteza motora y provoca los sintomas

hipocinéticos del Parkinson (Kandel et al., 2001).

Hay investigaciones en las que se ha descrito la interaccidn entre los receptores de NMDA
y la enfermedad de Parkinson, donde se expone que existe una hiperactividad en los receptores de
NMDA del cuerpo estriado, que induce a un aumento en los niveles de AMPc, esto ocurre de forma
indirecta mediante la estimulacion de los receptores de adenosina, sugiriendo una via de

sefializacion en comun en el cuerpo estriado (Nash & Brotchie, 2000).
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Algunos de los sintomas motores centrales se tratan con la terapia de reemplazo de
dopamina con el precursor de dopamina como levodopa o con agonistas de dopamina (McGregor
& Nelson, 2019).

Enfermedad de Huntington

La Enfermedad de Huntington (EH), considerada como una enfermedad neurodegenerativa
hereditaria implica déficits motores de forma progresiva, sintomas psiquidtricos y deterioro
cognitivo. La prevalencia de esta enfermedad se estima en 2.7 por cada 100, 000 individuos (Kim
et al.,2021)y aparece en un rango de 35 a 50 afios y progresa durante 15 a 20 afios hasta la muerte,
con sintomas motores como movimientos involuntarios coreiformes, desequilibrio postural,
dificultad para hablar y tragar y conforme progresa la enfermedad se presenta la acinesia y rigidez

(Fernandes & Raymond, 2009).

La EH es hereditaria de forma autosdémica y dominante, el gen se localiza en el brazo corto
del cromosoma 4 y presenta un brazo largo por un aumento del numero normal de repeticiones
CAG citosina-adenina-guanina (glutamina) en la proteina HTT (Huntingtin protein, por sus siglas
en inglés), lo que resulta en la proteina (m)HTT (mutant Huntingtin protein) y causa la pérdida de

MSNss del cuerpo estriado. (Levine, Cepeda & André, 2010).

El cuadro patolégico de la EH se caracteriza por la pérdida de las neuronas del cuerpo
estriado que se encargan de la via indirecta, y ocurre una reduccion de la inhibicion de las neuronas
en el globo palido externo, lo que conlleva a una mayor excitacion de sus neuronas y por
consiguiente a la inhibicién del ndcleo subtalamico, lo que dirige a los sintomas coreiformes. Con
el avance de la enfermedad la pérdida de las neuronas que se proyectan al segmento del globo
palido interno se asocia con la rigidez y acinesia de la enfermedad, a causa de la disminucion de

inhibicidn en ese ndcleo y aumentar la actividad en las neuronas (Kandel et al., 2000).

Se ha demostrado que los NMDAR tienen un papel importante en el comienzo de la
enfermedad y la pérdida de las MSNs del cuerpo estriado, ya que un aumento de este receptor y
sobre todo con una estequiometria dada por las subunidades GIuN1 y GIuN2B presentan un riesgo
mayor de pérdida de neuronas. Por otro lado, se ha encontrado un aumento de la corriente de
NMDA (INMDA) en ratones pre-sintomaticos y sintomaticos (Fernandes & Raymond, 2009). La

mutacion se asocia con cambios conformacionales de la proteina e interacciones anormales

33



proteina-proteina, lo que ademas de la sobreactivacion de los NMDAR, causa citotoxicidad,
disfuncién sindptica, disminucion del calcio mitocondrial y de los organulos, aumento de la

oxidacion, lo que conduce finalmente a la muerte neuronal (F&o et al., 2022).

Se ha demostrado que los NMDAR tienen un papel importante en el comienzo de la
enfermedad y la pérdida de las MSNSs del cuerpo estriado, lo que se asocia a que las neuronas con
mayor cantidad de NMDAR y sobre todo formado por las subunidades NR1/NR2B, presentan un
riesgo mayor de pérdida y por otro lado hay un aumento de la INMDA en ratones pre-sintomaticos
y sintomaticos (Fernandes & Raymond, 2009). La mutacion se asocia con cambios
conformacionales de la proteina e interacciones anormales proteina-proteina, lo que ademas de la
sobreactivacion de los NMDAR, causa citotoxicidad, disfuncion sinaptica, disminucion del calcio
mitocondrial y de los organulos, aumento de la oxidacion, lo que conduce finalmente a la muerte

neuronal (Féo et al., 2022).
Antecedentes especificos

Desde 1987 con el trabajo de Johnson & Ascher, se comenzé a utilizar la glicina (Gly)
como un potenciador de la corriente inducida por NMDA o glutamato. En los registros en
configuracién whole-cell de su trabajo, se observd una potenciacion de la corriente la cual fue
detectable desde la concentracion de 10 nM y el aumento llegé a la saturacion con 1 uM de Gly,
al momento que se aplic6 10 uM de NMDA, sin embargo, al aplicar cada uno por separado no se
generaron corrientes significativas, considerando desde este momento, tradicionalmente a la Gly
como un potenciador, sin embargo, se sugeria definir el mecanismo de la potenciacion, subyacente

al incremento de la corriente como un tipo de modulacion alostérica del NMDAR.

El papel de la glicina se convirtié en un requerimiento para la activacion del receptor de

NMDA, por lo que se ha utilizado de forma obligatoria en el estudio de la INMDA.

Las concentraciones de este aminoacido neurotransmisor y del glutamato en el cuerpo
estriado de ratas consientes se han reportado en una concentracion de 1.0 uM a 2.5 uM (Harsing
& Matyus, 2013). Sin embargo, a través de los afios, la investigacion con los NMDAR, al utilizar
glicina, se aplican diferentes concentraciones, en el caso del estudio en rebanada se considera
requiere una mayor cantidad de Gly en comparacion con la célula disociada, debido a una mayor

dificultad para penetrar a través de los tejidos, determinando que la concentracion de Gly puede
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estar siendo regulada por mecanismos de absorcion o incluso la actividad excitadora de la Gly
podria ser disfrazado por su accién inhibidora (Abe et al., 1990).

Especificamente, en los que se ha estudiado la interaccion entre el NMDAR-DA en
presencia de Gly, son Cepeda, Buchwald & Levine (1993), en donde se estudié la
neuromodulacion de la dopamina en cortes de neoestriado con registros intracelulares current-
clamp, para determinar los efectos con los agonistas. Al colocar el agonista de D1 (SKF 38393) se
observo6 una potenciacion de las respuestas evocadas por NMDA, mientras que con el agonista del
receptor del receptor D2 (Quinpirole) atenud las respuestas evocadas por NMDA. Otro trabajo que
presentd resultados similares y siguiendo con la misma linea de investigacion para dilucidar el
papel de la dopamina en la corriente inducida por NMDA fue el de Cepeda et al. (1998), en donde
se utilizd una metodologia de fijacion de voltaje en configuracion de whole-cell, tambien se
utilizaron agonistas de los receptores D1y D, la activacion de los receptores Di indujo una
potenciacion de la corriente, sin embargo, en la activacion de los receptores Do, los resultados
fueron inconsistentes, presentando disminucion, aumento o incluso sin ningun efecto sobre la
corriente de NMDA.

Planteamiento del problema

Dado que el estudio de las corrientes inducidas por NMDA se ha realizado en presencia de
glicina (Gly) tras su descubrimiento como potenciador de la corriente del NMDAR, ademas de su
accion inhibitoria a través de sus propios receptores (Johnson & Ascher, 1998), la investigacion
en esta area se ha centrado principalmente en esa direccion. Asi, la Gly se ha considerado un
coagonista obligatorio para la activacion del NMDAR (Berger et al., 1998). En este contexto, la
potenciacion e inhibicion de la INMDA se ha explicado tradicionalmente mediante mecanismos
de sefializacion clésicos, y considerando el enfoque de este estudio, a través de la via de
sefializacion de la dopamina en el cuerpo estriado de la rata, sujeto también a la unién de Gly
(Cepeda & Levine, 2012).

Sin embargo, investigaciones recientes han comenzado a plantear nuevos modelos que
sugieren mecanismos adicionales en la potenciacion e inhibicion de la INMDA, independientes de
los receptores metabotrépicos. Estos avances han destacado el papel de otros neuromoduladores
como reguladores de la respuesta del NMDAR, lo que amplia la vision sobre la modulacion de

este receptor mas alla de lo establecido tradicionalmente. En particular, se ha demostrado que la
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Gly no es el Unico ligando capaz de unirse a la subunidad GIuN1, ya que otros compuestos, como
la acetilcolina, pueden actuar como moduladores de la INMDA (Islas et al., 2022).

En este contexto, el objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la dopamina a
diferentes concentraciones sobre el comportamiento de las corrientes inducidas por NMDA en
ausencia de Gly en neuronas del cuerpo estriado dorsal de rata.

Las interacciones entre los receptores NMDA y dopaminérgicos desempefian un papel
clave en funciones como la cognicién, lamemoriay el control motor. En este contexto, los ganglios
basales regulan el movimiento y estan implicados en trastornos como la enfermedad de Parkinson
(EP) y laenfermedad de Huntington (EH). Ambos presentan alteraciones motoras, como temblores
y movimientos involuntarios, pero con mecanismos distintos: en la EP, la hiperactividad de la via
indirecta del ndcleo subtalamico provoca sintomas hipocinéticos, mientras que en la EH, la pérdida
neuronal en el cuerpo estriado reduce la inhibicion del globo palido externo, alterando la excitacion

del nucleo subtalamico (Kandel et al., 2000).

Por lo que, el estudio en el cuerpo estriado como principal centro de aferencias de los
ganglios basales es fundamental para seguir descifrando su funcionamiento y patologias asociadas.
Ademas, permite profundizar la investigacion de neuromoduladores como la DA y su interaccion

con los NMDAR en ausencia de Gly.
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Hipotesis
La dopamina presenta efectos diferenciales de potenciacion e inhibicién de manera

dependiente de la concentracion sobre la actividad del receptor a glutamato tipo NMDA en

ausencia de glicina en neuronas disociadas de forma aguda del cuerpo estriado de rata.

Objetivo general
Evaluar los efectos de la dopamina a diferentes concentraciones sobre la actividad del
receptor de glutamato tipo NMDA en ausencia de glicina en neuronas disociadas de forma aguda

del cuerpo estriado de rata.
Objetivos especificos

Analizar los efectos de la dopamina en las concentraciones de 3nM, 10 nM, 30 nM, 100
nMy 1uM.

Realizar una curva dosis-respuesta utilizando concentraciones de dopamina de 3 nM, 10
nM, 30 nM, 100 nMy 1 uM, para comparar sus efectos y ajustar los datos obtenidos a una ecuacion
de Hill.

Meétodos
Modelo bioldgico

Se obtuvieron neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado dorsal de ratas macho de
30 dias de edad de la cepa Wistar de 100 g. Las ratas fueron proporcionadas por el bioterio Claude
Bernard de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla. Los procedimientos se realizaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-
062-Z00-1999).

Criterios de inclusion y exclusion de las MSNs

Para delimitar el tamafio de la muestra, se seleccionaron las neuronas espinosas medianas
con una capacitancia 3 a 10 pF (Surmeier et al., 1995; Song & Surmeier 1996). Ademas de la
capacitancia se consider6 a las células con una resistencia de membrana >1GQ y una resistencia
de acceso <25MQ. Las células con las caracteristicas anteriores presentaron corrientes

dependientes de voltaje de Na* y Ca?*, lo que indicaban la viabilidad de la célula para realizar el
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experimento. Las neuronas con una capacitancia mayor a 10 pF o con una resistencia de membrana

<1GQ o una resistencia de acceso >25MQ fueron excluidas del estudio.
Protocolo de disociacion

El protocolo de disociacion de neuronas utilizado se basé en los descrito por Flores-
Hernandez et al., 2002.

Las ratas se anestesiaron con halotano e inmediatamente se decapitaron, se extrajo el
cerebro y se colocé rapidamente en una solucion fria de Isetionato baja en Ca?*, elaborada con 140
mM lIsetionato de sodio, 2 mM KCI, 2 mM MgCI2, 0.1 mM CaCl2, 23 mM glucosa, 15 mM
HEPES, ajustada con un pH=7.4 y 300-305 mOsm/L, la misma fue suplementada con 1 mM &cido
kinurenico, 0.005 mM glutation, 1 mM &cido piravico, 0.1 mM NG-nitro-L-arginina. El isetionato

se mantuvo oxigenado todo el tiempo que se utilizo.

Posteriormente se realizaron cortes coronales de 350 pum con un vibratomo, cada uno de
los cortes se colocaron en una placa de Petri, para disecar el cuerpo estriado dorsal con ayuda de
un microscopio estereoscopico y con agujas para obtener rebanadas de menor tamario que faciliten

la disociacion.

Cada una de las rebanadas se sumergieron en la solucion de EBBS (Earle’s balanced salts
solution), amortiguada con bicarbonato de sodio (NaHCO3) y suplementada con 1 mM &cido
kindrenico, 0.005 mM glutation, 1 mM &cido piravico, 0.1 mM NG-nitro-L-arginina. El EBSS se
mantuvo burbujeado con 95% Oz y 5% COg, ajustado con un pH= 7.4 y 300-305 mOsm/L.

Las rebanadas se dejaron reposar por al menos una hora dentro del EBSS para poder
continuar con la disociacion. Durante todo el experimento se mantienen en esta solucién hasta el
momento en el que se sumergieron las rebanadas en HBSS (Hank’s balanced salt solution), con
0.75 mg/mL de papaina a una temperatura de 35° durante 9 minutos y 15 segundos, para lograr la
disociacion enzimatica. EI HBSS en su preparacion se amortigua con HEPES y se suplementa con
1 mM éacido kindrenico, 0.005 mM glutatién, 1 mM &cido piravico, 0.1 mM NG-nitro-L-arginina;

y se mantiene burbujeada solo con Oa.

Después de la disociacion enzimatica, se lavaron las rebanadas con la solucion de Isetionato

gue se mantuvo oxigenada, posteriormente se realizé la disociacion mecénica con pipetas Pasteur
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de vidrio de diferente calibre (pulidas al fuego), la disociacion se realiz en serie a partir de la
pipeta de mayor a menor calibre. La disociacion del tejido se coloca en cajas Petri de poliestireno
de 35 mm (Corning), montadas en el microscopio invertido Leica, se dejo reposar 5 minutos la
muestra para que las células se adhirieran a la caja Petri y se procedi6 a lavar la suspension de
células con solucion de fondo: 140 mM NaCl, 23 mM glucosa, 15 mM HEPES, 2mM KCL, 2mM
MgCI2, 1 mM CaCl2 y 1 % rojo fenol, ajustada a un pH= 7.4 y 300-305 mOsm/L, esta solucion

también se mantuvo oxigenada.
Protocolos electrofisiol6gicos
Rampa

Para seleccionar las células a las que se les aplicé el protocolo electrofisiologico, primero
se utilizo un protocolo de rampa de voltaje, como se muestra en la Figura 12. Se aplicé un cambio
continuo de voltaje de -100 mV a +40 mV durante 100 ms para inducir corrientes de Na* y Ca?*
dependientes de voltaje, lo que permitio evaluar la viabilidad de la membrana celular. Si la célula
no presentaba estas corrientes, se consideraba no optima y se descartaba, ya que la ausencia de
corrientes idnicas puede indicar una membrana dafiada, condiciones fisiologicas inadecuadas para
mantener la excitabilidad eléctrica o una disfuncion en la expresion de los canales de Na*y Ca?'.

Esto altimo puede deberse a variabilidad en la expresion de los canales o a dafio celular.

+40 mV
-80 mV
Rm: 2.49 GQ
-100 mV
500 pA

Figura 12. Protocolo de rampa de voltaje. En la parte superior rampa de voltaje aplicado a la célula de -100
mV a +40 mV con un potencial de mantenimiento de -80 mV. En la parte inferior corrientes voltaje-dependientes de

Na*y Ca?*. La célula presentd una resistencia de membrana (Rm) de 2.49 GQ.
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Fijacion de voltaje en célula completa (whole-cell, patch-clamp)

En las neuronas viables se realizo el registro electrofisioldgico de fijacion de voltaje en la
configuracién de célula completa, de las corrientes inducidas por NMDA.

Los electrodos se realizaron mediante un estiramiento de tubos capilares de borosilicato y

un estirador de micropipetas modelo P-97 (Sutter Instruments CO).

La solucién interna de los electrodos se prepar6 con 175 mM N-metil-D-glutamina
(NMDG), 40 mM HEPES, 2 mM MgClI2, 10 mM 4&cido etilen glicol-bis (-aminoetil éter) -N, N,
N", N’-tetraacético (EGTA), 12 mM fosfocreatina, 3 mM Na2ATP, 0.35 mM Na3GTP, 0.1 mM
leupeptina, pH: 7.25 y Osm: 270 a 275.

La solucién externa se compone de 127 mM NaCl, 20 mM CsCI, 5 mM BaCl2, 2 mM
CaCl2, 12 mM glucosa, 10 mM HEPES, pH = 7.4 y Osm: 300. Ademas, se le agrego acido
ascorbico en una concentracion de 200 uM como antioxidante para evitar la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y productos de oxidacion que pueden afectar la sefializacion y la

funcién celular y mantener estable a la dopamina.

Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijar el voltaje “voltage clamp”
Multiclamp 700A y con un Digitalizador 1440A (Axon Instruments), controlados a traves del

programa pClamp (Version 9, Axon Intruments).

La resistencia de los electrodos tuvo un rango entre 6 a 8 MQ. Después de la ruptura del
sello, la resistencia de acceso considerable en todas las neuronas fue menor a 25 MQ. El potencial

de mantenimiento fue de -80 mV.

La aplicacion de NMDA y DA se realiz6 cada 15 segundos, a través de capilares. Las
concentraciones de DA empleadas fueron 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM y 1 uM. Los
farmacos se prepararon en una solucion control libre de Tetraetilamonio (TEA “free”). El stock de
NMDA se prepar6 a una concentracion de 100 mM. Para evitar la oxidacion de la DA esta se

preparé inmediatamente antes de cada experimento en un ambiente con luz en el extremo inferior
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del espectro visible (620 a 750 nm) y empleando &cido ascorbico en concentraciones fisiologicas
de 200 pM, el stock se prepar6 con la solucion de TEA free.

Aplicacion de farmacos

La duracion de cada trazo fue de 15 segundos (como se observa en la figura 13), a través
de dos capilares con un angulo de 45°. El potencial de mantenimiento fue de -80 mV. Los farmacos

se aplicaron de la siguiente manera:

De la duracién de 15 segundos de cada trazo, 12 segundos corresponden a la aplicacion de
solucion externa a través de un capilar, con la interrupcion de 3 segundos durante los cuales se
bafa a la célula con NMDA (100 uM), a través del otro capilar. Esta condicion experimental se
utiliz6 como control y lavado del efecto de la aplicacion de la DA. El nimero de trazos se delimitd
por la estabilidad de la corriente.

Condicion experimental NMDA+DA: De igual manera que el control con respecto al
tiempo y los capilares, en esta condicion la célula se bafia con NMDA+DA durante 3 segundos
cada 12 segundo a través de un capilar. La DA se aplicé de forma aleatoria, en las diferentes
concentraciones ya mencionadas. ElI nimero de trazos también se delimito por la estabilidad de la

corriente. Entre cada concentracion se realizé un lavado con la solucion control.

I 15 segundos

| 1
NMDA / NMDA+DA

-80—|_| 3 segundos
-90

Figura 13. Trazo representativo de la aplicacion del fa&rmaco. Protocolo de aplicacion de la dopamina durante
3 segundos cada 12 segundos, 15 segundos de duracion por cada trazo. Se mantuvo un potencial de mantenimiento en
-80 mV. Aproximadamente se promediaron entre 5a 10 trazos estables de la corriente de cada condicion experimental.

Andlisis estadistico
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Para analizar los efectos de la DA en diferentes concentraciones en la actividad del
glutamato tipo NMDA, se evaluaron los efectos en el pico de la corriente de NMDA en las
concentraciones utilizadas de 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 1 uM de DA; lo que se
determin6 como porcentaje de potenciacién o inhibicion en la INMDA. Los porcentajes se

obtuvieron con la férmula que se observa en la figura 14.

%=1 — (contf‘j(:.[eflif::ado) * 100

2

Figura 14. Formula para calcular el porcentaje de efecto en la INMDA. El control y lavado fueron la amplitud
de la corriente en ausencia de DA, mientras que la condicidn efecto era la amplitud de la corriente con las diferentes
concentraciones de DA.

Al obtener todos los porcentajes se realizo un andlisis estadistico, aplicando una prueba de
normalidad a los porcentajes de los picos de las corrientes en SigmaPlot 11.0. Los valores no
presentaron una distribucion normal en los porcentajes de potenciacion de la corriente (p = 0.151),
ni en los porcentajes de inhibicion de la corriente (p = 0.758). Dado que los datos no son normales
se aplico la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis de una via, en la cual se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones con una de p < 0.001 para los porcentajes
de potenciacion de la corriente, para determinar entre que concentraciones se aplicé una post-
prueba de Dunn. Ademas, se realizé una normalizacién de los datos para obtener la densidad de
corriente (pA/pF), dividiendo la amplitud de la corriente (pA) entre la capacitancia de la neurona
(pF). Esto permiti6 comparar las respuestas independientemente del tamafio celular.
Posteriormente, se realiz6 un nuevo analisis estadistico utilizando también la prueba Kruskal-

Wallis de una via y la prueba de Dunn.
Resultados

Todas las células registradas presentaron corrientes dependientes de voltaje de Na*"y Ca®
como se observa en el trazo representativo de una célula, con una capacitancia de 7.7 pF (grafica
1).
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Gréfica 1. Corriente de sodio y calcio obtenido por la aplicacién del protocolo de rampa. Se graficé el tamafio
de la corriente en picoAmperios (pA) con respecto al voltaje (mV). En la figura se observa un trazo representativo de
la corriente dependientes de voltaje, las cuales se obtienen del promedio de varios trazos de la aplicacion del protocolo
de rampa. Para esta célula en particular con una capacitancia de 7.7 pF, el pico maximo fue el de Na*con una amplitud
de la corriente de 3189 pA en un voltaje de -49 mV, mientras que el pico de la corriente de Ca?* tuvo una amplitud de

200 pA en un voltaje de -9 mV.

Se registraron un total de 77 neuronas provenientes de 25 ratas. En promedio se registraron
3 neuronas por rata. Todas presentaron los parametros electrofisiologicos establecidos con una
resistencia de membrana >1GQ y una resistencia de acceso <25MQ. Para determinar la poblacion
neuronal de estudio (MSNSs), se considerd la capacitancia como la medida del tamafio celular,
considerando de 3 a 10 pF con base en lo reportado en la literatura para las MSNs para el registro
electrofisiologico en configuracidén whole-cell (Surmeier et al., 1995; Song & Surmeier 1996). La
capacitancia promedio fue de 6.98 pF, valor que no esta alejado de lo reportado por Shen et al.,
(2004) para MSNs con una capacitancia de 7.6 + 0.2 pF. La poblacién de neuronas se ajusto a una

curva gaussiana con una R? de 0.85 como se observa en la grafica 2.

43



24 -

2
<
1

—_
(@)
1

—
R
1

No. de células

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Capacitancia (pF)

Gréfica 2. Histograma de la distribucion de capacitancias de las MSNs registradas en el cuerpo estriado dorsal
de rata. El total de neuronas registradas fue de 77 en un rango de 3 a 10 pF, aquellas con una capacitancia mayor a 10
pF se excluyeron. La moda se observa en 6 pF, la media de la capacitancia fue de 6.98 pF. Se observa una distribucion

normal de los datos que se ajusta a una curva de Gauss con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.85.

Efecto de la dopamina sobre la actividad de glutamato tipo NMDA en ausencia de Gly

en las MSNs de cuerpo estriado de rata

En este estudio los efectos de la dopamina en las concentraciones de 1 nM, 3 nM, 10 nM,
30 nM, 100 nM, 1 uM; fueron potenciacion e inhibicion sobre la actividad del receptor de
glutamato tipo NMDA en ausencia de glicina en neuronas disociadas de forma aguda del cuerpo
estriado de rata, de lo que se obtuvo el porcentaje de efecto obtenido con la férmula de la figura
14. Los resultados no se ajustaron a una curva dosis respuesta, pero al mostrar diferencias visibles
entre concentraciones, se realizo un analisis estadistico entre concentraciones para determinar si

las diferencias observables eran significativas.

Se obtuvieron trazos representativos de cada uno de los efectos, potenciacion e inhibicion,

los cuales se muestran en la gréfica 3.
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Grafica 3. Trazos representativos de la potenciacién e inhibicion de la corriente INMDA en el cuerpo estriado dorsal
de rata, inducidas por diferentes concentraciones de DA. Los registros mostrados representan el promedio de cinco o
mas trazos, obtenidos bajo tres condiciones experimentales: aplicacion de la solucién control, aplicacion de DAy
lavado. A) Potenciacion del 54.1% de la INMDA con una concentracion de 3 nM de DA. B) Inhibicion del 10.5% de

la INMDA con una concentracién de 30 nM de DA. Los trazos corresponden a neuronas diferentes.

Para los datos de potenciacion de la INMDA, se aplicd la prueba de normalidad, la cual fue
superada (p = 0.173), lo que indica que los datos no presentan desviaciones significativas de una
distribucién normal. Sin embargo, la prueba de homogeneidad de varianzas fallé (p < 0.050), lo
que sugiere que las varianzas entre los grupos no son iguales. Por esta razon, se empled la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual arrojé un estadistico H=29.176 con 5 grados de libertad
y una p < 0.001, confirmando la presencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos analizados. Posteriormente, la prueba post-hoc de comparaciones multiples de Dunn revelo
diferencias significativas (p < 0.05) en las siguientes comparaciones: 3 nM vs 100 nM, 3 nM vs 1

pM, 3 nM vs 1 nM y 30 nM vs 100 nM (Gréfica 4).

Para los datos de inhibicion de la INMDA, la prueba de normalidad fue superada (p = 0.740),
indicando que los datos siguen una distribucién normal. Sin embargo, la prueba de homogeneidad
de varianzas fall6 (p < 0.050). Por lo que, también se aplicd la prueba Kruskal-Wallis. Los
resultados de esta prueba mostraron un estadistico H=22.921 con 5 grados de libertad y un p <
0.001, lo que indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de

tratamiento. Para identificar qué concentraciones diferian entre si, también se aplicé la prueba de
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comparaciones maltiples de Dunn, en la cual se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en
las siguientes comparaciones: 1 nM vs 3 nM, 1 nM vs 30 nM y 10 nM vs 3 nM (Gréfica 5).

Se procedi6 a graficar la media + EE (Error Estandar) para cada concentracion aplicada (1
nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 1 uM), de lo que se construyeron graficas boxplot para los
porcentajes de potenciacion e inhibicion, de las cuales la mediana es la mejor opcion para
representar los datos, ya que, la prueba de normalidad arrojé una P > 0.05 y aunque los datos
podrian seguir una distribuciéon normal, la prueba de homogeneidad de varianzas fall6 (P < 0.05).

Se procedi6 a graficar la media + Error Estandar (EE) para cada concentracion aplicada. A
partir de estos datos se construyeron gréficas tipo boxplot para los porcentajes de potenciacién e
inhibicion.

En la potenciacion, los valores obtenidos para la media + error estandar (EE) fueron: 6.47
+ 0.75 para 1 nM, 40.75 + 6.34 para 3 nM, 14.71 + 3.53 para 10 nM, 29.42 + 6.19 para 30 nM,
453 +0.86 para100 nM y 7.69 + 1.79 para 1 uM.

En la inhibicidn, los valores obtenidos para la media + error estandar (EE) fueron: -6.46 +
0.70 para 1 nM, -14.78 + 1.02 para 3 nM, -7.40 = 1.53 para 10 nM, -13.05 + 1.55 para 30 nM, -
10.44 + 0.79 para 100 nM y -8.85 + 0.80 para 1 uM.

La mediana se considero la mejor medida de tendencia central para representar los datos,
ya que la prueba de normalidad arrojé un valor de p > 0.05. Sin embargo, a pesar de esta posible
distribucion normal, la prueba de homogeneidad de varianzas resulté significativa (P < 0.05), lo

que sugiere diferencias en la dispersion de los datos entre grupos.
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Gréfica 4. Porcentaje de potenciacion de la INMDA (%). El eje x muestra las concentraciones de DA. La
prueba Kruskal-Wallis de una via, tuvo una diferencia significativa entre las concentraciones aplicadas (p < 0.001).
La prueba de Dunn mostro diferencia significativa (P<0.05), entre: 3 nM vs 100 nM, 3nM vs 1 uM, 3nM vs | nM y

30 nM vs 100 nM. Las medianas de cada concentracion fueron: 7.39 para 1 nM, 46.80 para 3 nM, 13.25 para 10 nM,
23.05 para 30 nM, 4.12 para 100 nM y 6.86 para 1 pM.
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Gréfica 5. Porcentaje de inhibicién de la INMDA (%). El eje x muestra las concentraciones de DA. La prueba
Kruskal-Wallis de una via, tuvo una diferencia significativa entre concentraciones (P=<0.001). La prueba de Dunn
mostré diferencia significativa (P<0.05), entre: 1 nM vs 3 nM, 1 nM vs 30 nM y 10 nM vs 3 nM. Las medianas de
cada concentracion fueron: -5.96 para 1 nM, -14.79 para 3 nM, -6.30 para 10 nM, -13.08 para 30 nM, -10.02 para 100
nM y -8.59 para 1 uM.

Se realizo la normalizacion de los datos de amplitud de la potenciacion e inhibicion de la
corriente en términos de densidad de corriente (pA/pF), con el objetivo de evaluar si los cambios
observados son proporcionales al tamafio celular, eliminando la posible influencia de diferencias
en la capacitancia y asegurando que los cambios observados en la INMDA reflejen modificaciones
en la funcion del receptor y no solo variaciones estructurales de las células registradas

En el andlisis del aumento de la densidad de la corriente, la prueba de normalidad mostro
un resultado favorable (P=0.373), pero la prueba de igualdad de varianzas fall6 (P<0.050). Por lo
que se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual, indicd una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (P<0.001). Por lo que se procedio a realizar, la
prueba post-hoc de Dunn, donde se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre las
siguientes concentraciones: 3 nM vs 100 nM, 3nM vs 1 nM, 3nM vs 1 uM y 30 nM vs 100 nM
(Gréfica 6).
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En el andlisis de disminucion de la densidad de la corriente, la prueba de normalidad (P=0.136) y
la homogeneidad de varianzas (P=0.102) fueron superadas, por lo que se aplico una prueba de
ANOVA de una via, para comparar las medias entre los grupos, de la cual no se presentaron
diferencias significativas (P=0.068).

Después de calcular la densidad de corriente (pA/pF), se procedio a graficar la media + EE
(Error Estandar) para cada concentracién, de lo que se construyeron las siguientes graficas Boxplot

para el aumento y disminucion de la densidad de corriente.
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Gréafica 6. Aumento de la densidad de la INMDA. Se obtuvieron diferencias significativas entre grupos con
la prueba de Kruskal-Wallis de una via con una p=<0.001. Mediante la prueba de Dunn se determinaron diferencias
significativas entre las concentraciones: 3 nM vs 100 nM, 3nM vs 1 nM, 3nM vs 1 uM y 30 nM vs 100 nM. Debido
a que los datos no son normales y no hay homogeneidad de varianzas, también se utiliza la mediana como la mejor
medida para representar los datos. Las medianas de cada concentracion fueron: 0.97 para 1 nM, 5.63 para 3 nM, 1.60
para 10 nM, 3.26 para 30 nM, 0.76 para 100 nM y 1.25 para 1 pM.
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Gréfica 7. Disminucién de la densidad de la INMDA. No se obtuvieron diferencias significativas entre
grupos a través de un ANOVA de una via con una P = 0.068. En este caso, dado que la distribucion es
aproximadamente normal y las varianzas son homogéneas, la media es la mejor para representar estos datos. Las
medias de cada concentracién fueron: 1.25 para 1 nM, 2.03 para 3 nM, 1.02 para 10 nM, 2.00 para 30 nM, 1.67 para

100 nMy 1.55 para 1 M. EI rombo indica un dato atipico en una concentracién de 100 nM de dopamina.

Para la potenciacion de la INMDA, los grupos con concentraciones de 3 nM y 30 nM muestran
diferencias significativas con otros grupos, especialmente con 1nM, 100 nM, 1 uM.

Para la inhibicion de la INMDA, se sugiere que la aplicacion de DA con 3 nM y 30 nM tuvo
efectos significativamente diferentes en comparaciéon con 1 nM y 10 nM.

Mientras que en la disminucion de densidad de corriente no se encontraron diferencias
significativas, en el aumento de densidad de corriente si hubo diferencias, la concentracion de 3
nM y 30 nM producen un aumento significativo de la densidad de corriente en comparacion con

100 nM, y 3 nM también con respectoa 1 nM y 1 uM.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la DA puede modular la corriente
inducida por NMDA en neuronas disociadas de forma aguda del cuerpo estriado de rata,
provocando tanto potenciacion como inhibicion de la INMDA, en ausencia de glicina. Aunque las
concentraciones aplicadas no siguieron un comportamiento de dosis-respuesta, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ciertas concentraciones, lo que sugiere una
regulacion compleja de la interaccion entre DAy los receptores NMDA (NMDAR).

La densidad de corriente fue utilizada para comparar las respuestas de INMDA
independientemente del tamafio celular, normalizando la corriente por la capacitancia de cada
célula. De esta forma, se observé que la potenciacion (aumento en la densidad de corriente)
presento diferencias significativas entre concentraciones, lo que indica que el efecto se mantiene
incluso al controlar por el tamafio celular. En cambio, en el caso de la inhibicion (disminucion en
la densidad de corriente), no se observaron diferencias significativas tras la normalizacion, lo que
podria estar relacionado con la variabilidad en la capacitancia celular, atenuando asi la magnitud
del efecto observado. Esto resalta la importancia de utilizar la densidad de corriente como
parametro de analisis, ya que permite evaluar los efectos sobre INMDA de manera mas precisa y

controlada.

El efecto de potenciacion e inhibicién de la corriente INMDA por accion de la dopamina
(DA), a diferentes concentraciones, es consistente con lo reportado por Cepeda, Buchwald y
Levine (1993). En su estudio, el agonista selectivo de receptores D1 (SKF 38393) potencid la
corriente inducida por NMDA, mientras que el agonista de receptores D2 (Quinpirole) atenud
dicha corriente. Una diferencia importante con el presente trabajo es que ellos utilizaron glicina
exogena como coagonista del receptor NMDA. En contraste, en este estudio no se afiadié glicina,
ya que en condiciones basales no hay en el cerebro y no es regulable, de manera que se permite
conocer los efectos de la DA en la INMDA sin la influencia de la Gly. Esto podria representar una
condicion mas fisioldgica.

Ademas, en este trabajo, no se utilizaron agonistas selectivos de los receptores D1 o D2,
sino dopamina directamente lo que sugiere la activacion simultnea de receptores D1y D2 en las
neuronas espinosas medianas (MSNSs). Esto es relevante porque ambos receptores en las MSNs

median efectos opuestos sobre la corriente INMDA: Las MSNs D1 forman la via directa y
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proyectan al GPi y la SNr, facilitando la transmision motora al aumentar su excitabilidad y
potenciar la corriente NMDA. En cambio, las MSNs D2 integran la via indirecta, proyectando al
GPe, y su activacion reduce la excitabilidad y la corriente NMDA. Los receptores D1 se expresan
en las MSNs estriatonigrales de la via directa, mientras que los D2 se localizan en las
estriatopalidales de la via indirecta (Lu et al., 2021). La activacion conjunta de ambos subtipos
podria explicar los efectos divergentes observados segun la concentracion de DA en el cuerpo
estriado.

La activacion de los receptores D1 se asocia a proteinas Gsolf, que activan positivamente al
adenilato ciclasa, lo que incrementa los niveles de CAMP y conlleva a la activacion de PKA y la
fosforilacion de varios objetivos intracelulares, como por ejemplo la funcion dual de la
fosfoproteina DARPP-32. Mientras que los receptores D2 estan acoplados a proteinas Gi/o, que se
encarga de inhibir la adenilato ciclasa a través de las subunidades Gai, lo que no permite la
activacion de PKA (Surmeier et al., 2007).

Aunque el presente estudio no abordd directamente los mecanismos intracelulares de
sefalizacion, los efectos diferenciales de potenciacion e inhibicién observados en la corriente de
NMDA (INMDA) inducida por dopamina en ausencia de glicina, podrian explicarse mediante
procesos de modulacion intracelular previamente descritos. Por ejemplo, Blank et al. (1997)
demostraron que la activacion de los receptores de dopamina induce un aumento en los niveles de
cAMP, lo que activa a la proteina quinasa A (PKA), promoviendo la fosforilacion del receptor
NMDA vy, en consecuencia, potenciando su actividad. En ese estudio, realizado en ovocitos de
Xenopus laevis que expresaban subunidades del NMDAR del cuerpo estriado de rata, también se
evidencid la participacion de la proteina quinasa C (PKC), que actla de manera complementaria a
PKA, modulando al receptor en diferentes sitios de fosforilacion. Ademas, la inhibicién de las
fosfatasas PP1 y/o PP2 generd una potenciacion sostenida de la corriente mediada por el NMDAR.
Estos hallazgos apoyan la posibilidad de que los efectos observados en este trabajo, tanto de
potenciacion como de inhibicion de la INMDA, podrian depender de la activacion diferencial de
estas vias intracelulares de sefializacion, incluso en un contexto experimental donde la glicina esta
ausente. En conjunto, los resultados de este estudio aportan nuevas evidencias sobre la capacidad

de la dopamina para modular directamente la actividad del NMDAR en neuronas del cuerpo
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estriado, lo que sugiere la existencia de mecanismos adicionales a los clasicos modelos

dependientes del co-agonista glicina.

El trabajo de Flores-Hernandez et al. (2002) demostrod el papel de la proteina DARPP-32
(fosfoproteina de 32 kDa) en la cascada de sefializacion activada por los receptores de dopamina.
En su estudio, utilizaron agonistas de los receptores D1 y D2, asi como glicina a una concentracion
de 0.02 mM. Los resultados mostraron que la aplicacion del agonista del receptor D1 (SKF 81297)
potencid de manera dosis-dependiente la corriente inducida por NMDA con un valor medio de 25
+ 4%, mientras que el agonista del receptor D2 (Quinpirole) redujo la corriente en un 4 + 2%.
Ademas, se observo que la coaplicacion de los agonistas D1 y D2 redujo la potenciacion inducida
por DI a un 12 + 2%, lo que representa una disminucion de aproximadamente el 52%. En este
mismo estudio, se empled un modelo Knock-Out para DARPP-32, donde la potenciacion inducida
por D1 fue significativamente menor (16.9 + 3.2%), en comparacion con los animales control (32.4
+ 4.6%), lo cual resalta el papel critico de DARPP-32 como inhibidor de PP-1 al ser fosforilada
por PKA. Este mecanismo fue reforzado por el uso de acido okadaico, un inhibidor de PP-1/2A,
que incrementd la fosforilacion de la subunidad NR1 del NMDAR vy, por lo tanto, la INMDA.
También se ha demostrado previamente (Cepeda et al., 1998) que la activacion de receptores D1
incrementa las corrientes de Ca2+ tipo L, lo que podria actuar en sinergia con la modulacion del

NMDAR.

En contraste, en el presente estudio se obtuvo una potenciacion de 17.26 + 5.62% y una
inhibicion de 10.16 + 1.25% en ausencia de Gly. Tanto este trabajo como el de Flores-Hernandez
et al. (2002) coinciden en que la dopamina modula funcionalmente al NMDAR; sin embargo, los
resultados aqui presentados amplian dicha perspectiva al demostrar que esta modulacion también
puede ocurrir sin la presencia del coagonista glicina. Esto sugiere la existencia de mecanismos
adicionales o alternativos a los modelos clasicos de coagonismo, como ya se ha mencionado. En
este contexto, los hallazgos del presente estudio podrian también complementar observaciones
como las de Flores-Hernandez et al. (2009), quienes mostraron que la acetilcolina puede inhibir la
corriente mediada por NMDAR en neuronas corticales, incluso en condiciones en que se bloquean
los receptores colinérgicos y las proteinas G. Aunque los mecanismos exactos no se dilucidaron,
dicho estudio plantea la posibilidad de interacciones no convencionales con el NMDAR. De

manera similar, los resultados obtenidos aqui abren la posibilidad de que la dopamina module la
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actividad del receptor mediante mecanismos independientes del coagonista Gly o de la

sefializacion metabotrdpica clasica, lo que podria explorarse en estudios futuros.

El mecanismo clésico de sefializacién de dopamina (DA) implica la activacion de vias
intracelulares mediadas por PKA y DARPP-32, como lo reportaron Blank et al. (1997) y Flores-
Hernandez et al. (2002). Sin embargo, en este estudio se observaron efectos moduladores de DA
sobre la corriente INMDA incluso en ausencia de Gly, lo que sugiere la existencia de mecanismos
alternativos de modulacién. En este contexto, estudios como el de Cui, Xu y Atzori (2006) han
propuesto una interaccién directa entre DA 'y el receptor NMDA, independiente de los receptores
metabotrdpicos clasicos.

Cui, Xu y Atzori (2006) demostraron que la dopamina y algunos ligandos de los receptores
D1 pueden bloquear directamente al receptor NMDA de forma independiente de los receptores
dopaminérgicos, utilizando un modelo recombinante de células HEK (Human Embryonic Kidney),
neuronas de hipocampo y ratones Knock-Out para el receptor D1. En su estudio, las células HEK
fueron transfectadas con cDNAs de las subunidades NR1A y NR2A del NMDAR, y se utilizo el
agonista de D1 SKF 81297. Sus resultados sugieren que el efecto modulador del agonista depende
de la activacion previa del canal, ya que cuando el agonista se aplico inmediatamente antes del
glutamato no se observé ningun efecto, pero cuando se aplico después, se registrd una inhibicion
significativa de la corriente del NMDAR. Esto sugiere que la apertura del canal es un requisito
necesario para que el agonista ejerza su accion. Ademas, aungue en este estudio se logro evidenciar
una interaccion directa entre la dopamina (o sus agonistas) y el NMDAR en ausencia de receptores
D1, las soluciones contenian glicina a 20 uM, lo cual deja abierta la posibilidad de que la
modulacion observada dependa también de la presencia del coagonista Gly. Esta observacion es
relevante en comparacién con el presente estudio, donde se obtuvieron efectos moduladores en
ausencia de glicina, lo que podria indicar un mecanismo diferente de interaccion. Cui et al. también
plantearon la posibilidad de que el sitio de unién de la dopamina se une en los dominios N-terminal,
o0 de uniodn al ligando, o al mismo poro del canal, considerando que SKF 81297 podria actuar como
un bloqueador del canal. Hasta la fecha, ain no se ha determinado con certeza cuél seria el sitio

de interaccion de la dopamina con el NMDAR en ausencia de receptores dopaminérgicos y la Gly.

Adicionalmente, Islas et al. (2022) demostraron que la acetilcolina (ACh) potencia

significativamente la corriente inducida por NMDA (INMDA) en neuronas del cuerpo estriado,
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con un aumento promedio del 45% respecto al control. Esta potenciacién fue reversible: tras retirar
la ACh y aplicar nuevamente la solucién control (lavado), la amplitud del pico de la corriente
regresé gradualmente a su nivel basal aproximadamente 30 segundos después, lo que indica que
el efecto no depende de cambios duraderos en la maquinaria intracelular o expresion de receptores.
Este comportamiento es similar al observado en el presente estudio con la dopamina (DA), donde
tanto los efectos de potenciacién como de inhibicion de la INMDA fueron también reversibles tras
el lavado. Aunqgue no se realizaron pruebas especificas para descartar la participacion de proteinas
G, lareversibilidad de los efectos sugiere la posibilidad de que, al igual que con ACh, la DA pueda
estar modulando al NMDAR mediante un mecanismo independiente de receptores

metabotrdpicos, aunque esta hipotesis aun requiere ser comprobada experimentalmente.

Se sugiere que el efecto de ACh es independiente de la activacion de receptores acoplados
a proteinas G porque en el estudio se utiliz6 GDP-B-S, un bloqueador de proteinas G, y aun asi se
observo la potenciacion de la corriente. Ademas, no se registraron cambios en las constantes de
inactivacion ni en la fase de estado estable de la corriente, parametros que suelen modificarse
cuando hay una participacion significativa de segundos mensajeros intracelulares. Esto refuerza la
hipdtesis de una interaccion directa de ACh con el NMDAR, posiblemente compitiendo con el
sitio de glicina en la subunidad GIuN1 (Islas et al., 2022).

En particular, el estudio de Islas et al. (2022) sugiere gque existen interacciones competitivas
directas entre neurotransmisores y el sitio de glicina del NMDAR. Demostraron que la glicina
potencia las corrientes de NMDA en un mayor porcentaje; sin embargo, al coaplicar Gly y ACh,
se encontrd que la acetilcolina inhibe de forma parcial la activacion maxima inducida por Gly, lo
que sugiere una posible competencia directa con el coagonista clasico. Esto respalda el modelo
molecular de interaccion ACh/NMDAR vy sustenta la teoria de una interaccion fisica entre un
neuromodulador y el NMDAR independiente de receptores metabotrdpicos. Aunado a esto, se
realizaron registros electrofisioldgicos en configuracién whole-cell en neuronas estriatales para
determinar dicha competencia inhibitoria, lo que posteriormente fue validado mediante
simulaciones computacionales de docking molecular. Estas simulaciones modelaron la interaccion
de ACh con el NMDAR y permitieron esclarecer que la ACh puede modular la conformacion
semi-cerrada del sitio de union del coagonista en la subunidad GIuN1, lo cual podria influir

directamente en la modulacion de la INMDA.
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Lo anterior podria contribuir a explicar por qué, en nuestro estudio, la dopamina (DA)
provoco efectos divergentes, potenciacion o inhibicion de la INMDA, incluso cuando se aplicaron
las mismas concentraciones en distintas células, asi como la ausencia de una curva dosis-respuesta
convencional. Estos resultados podrian deberse a diferencias la condicién metabdlica de la célula,
en la expresion o composicion de subunidades del NMDAR, o bien, a la existencia de maltiples
mecanismos de modulacion, incluyendo una posible interaccién directa de la DA con el receptor,
como se ha propuesto para la ACh.

A pesar de la ausencia de una fase experimental mas extensa en este estudio, los resultados
presentados establecen una base solida para futuras investigaciones con el NMDAR en ausencia
de Gly, con una perspectiva diferente a la farmacologia clasica del receptor. Utilizando mas
herramientas que permitan un mejor entendimiento de la fisiologia y funcionamiento de este canal,
que en el caso de este estudio se puede complementar con la utilizacion de antagonistas de los
receptores dopamineérgicos o en un biomodelo Knock-Out de estos receptores, para determinar
solo el efecto de la DA en el NMDAR, incluso otras técnicas como la inmunohistoquimica que
permitiria caracterizar la expresion de los receptores dopaminérgicos en las neuronas estudiadas,
proporcionando una mayor comprension sobre la variabilidad en las respuestas obtenidas.

Fisiologicamente, la modulacion del NMDAR por DA en ausencia de glicina representa
una ventaja clave, ya que permite una regulacion mas flexible de la excitabilidad neuronal sin
depender estrictamente de la disponibilidad de glicina, la cual puede ser variable en diferentes
condiciones fisiologicas. Ademas, en regiones como los ganglios basales y la corteza cerebral, no
se han descrito poblaciones funcionales de neuronas glicinérgicas, a diferencia de areas como el
tallo cerebral o la médula espinal donde la glicina actia como neurotransmisor inhibidor principal.
Esto respalda el uso de preparaciones experimentales sin glicina en estudios del cuerpo estriado,
como el presente trabajo, ya que refleja de forma maés precisa el entorno fisioldgico local de estas
estructuras.

El hecho de que los efectos moduladores de la DA se observen en ausencia de glicina
sugiere una posible modulacion directa del NMDAR, ya que en ausencia de Gly, el canal deberia
permanecer cerrado. En trabajos previos, como el de Cui, Xu y Atzori (2006), se propuso una
interaccion directa entre DA y el NMDAR, pero en presencia de glicina, por lo que no se podia
descartar su participacion. En cambio, nuestros resultados implican que la dopamina puede influir

sobre el receptor sin requerir la activacion del sitio coagonista, lo que refuerza la hipotesis de una
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interaccion fisica directa ain no caracterizada. Esto podria tener varias implicaciones importantes,
por ejemplo:

Una regulacion mas flexible de la excitabilidad neuronal. La capacidad de la DA para
modular la INMDA en ausencia de Gly implica que el cerebro podria ajustar la transmisién
glutamatérgica de manera mas dindmica, sin estar estrictamente limitado por los niveles de la
misma. Un mecanismo independiente de la sefializacion clésica, como lo sugieren los estudios
computacionales y experimentales en la ACh, la DA podria interactuar directamente con el
NMDAR, modulando su actividad sin necesidad de activar receptores dopaminérgicos acoplados
a proteinas G.

Si la DA puede modular el NMDAR de manera independiente de la glicina, esto plantea
una posible perspectiva terapéutica para enfermedades en las que la sefializacion glutamatérgica
se encuentra alterada, como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington,
especialmente considerando el enfoque de este trabajo en el control motor a través del cuerpo
estriado. Esta forma de modulacion podria representar una ventaja al no depender de la glicina,
cuyo nivel o disponibilidad puede estar comprometido en condiciones patologicas. Ademas,
permitiria una regulaciéon mas localizada del NMDAR en regiones dopaminérgicas afectadas,
ayudando a restablecer el equilibrio entre la sefializacion dopaminérgica y glutamatérgica, sin
provocar una activacion indiscriminada del receptor. Estos hallazgos aportan una nueva
perspectiva sobre los mecanismos de modulacion del NMDAR, independiente de la modulacion
clasica, y abren la puerta a futuras investigaciones que profundicen en el papel de la dopamina

como modulador directo en contextos tanto fisioldgicos como patoldgicos.
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Conclusién

La aplicacion de dopamina en diferentes concentraciones tuvo efectos de potenciacion o
inhibicion sobre la corriente inducida por NMDA, lo que podria estar regulado a través de la
activacion de los receptores D1 y D2. La potenciacion sugiere un aumento en la actividad del
NMDAR, posiblemente mediado por receptores D1, favoreciendo la entrada de calcio y procesos
asociados a la plasticidad sinaptica. Por otro lado, la inhibicién observada podria estar relacionada
con la activacion de receptores D2, reduciendo la excitabilidad neuronal y modulando el equilibrio

funcional entre sefiales excitatorias e inhibitorias en el cuerpo estriado.

Los efectos de la dopamina no se ajustaron a una curva dosis-respuesta, sin embargo,
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre varias concentraciones, lo que sugiere
que la respuesta podria depender de factores como la organizacion subunitaria del NMDAR, el
tipo de receptor dopaminérgico activado, o incluso como perspectiva, una posible modulacion

directa del receptor.

La potenciacion por DA de la corriente activada por NMDA tuvo valores estadisticamente
significativos entre las concentraciones: 3 nM vs 100 nM, 3 nM vs 1 nM y 30 nM vs 100 nM;
mientras que la inhibicion de la corriente activada por NMDA tuvo valores estadisticamente

significativos entre las concentraciones: 1 nM vs 3nM, 1 nM vs 30 nM y 10 nM vs 3 nM.

En conjunto, estos hallazgos muestran que la dopamina modula de forma compleja la
actividad del NMDAR en el cuerpo estriado, y sugieren nuevos posibles mecanismos de
interaccion que podrian ser relevantes en el control motor y en patologias asociadas a disfuncién

dopaminérgica y glutamatérgica.
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