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Abreviaturas

AP potenciales de accion

AMPA &cido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol

ATD abreviado en inglés — dominio amino terminal

Ca calcio

CTD abreviado en inglés-dominio C-terminal

EAA abreviado en inglés -aminoacidos excitadores

EAAT transportadores excitadores

EPSC abreviado en inglés -corrientes postsinapticas excitatorias
Glu glutamato

iGIuR receptor ionotrépico de glutamato

K potasio

KA é&cido kainico

MGIuUR receptor metabotropico de glutamato

NaCl cloruro de sodio

NMDA N-metil-D-aspartato

NMDAR receptor NMDA

MSN abreviado en inglés neuronas espinosas de tamafio mediano
NR1 subunidad del receptor NMDA tipo 1

NR2 subunidad del receptor NMDA tipo 2

NR3 subunidad del receptor NMDA tipo 3

NFT abreviado en inglés -marafias neurofibrilares intraneuronales
LBD abreviado en inglés -dominio union a ligando

LTD abreviado en inglés— depresion largo plazo

LTP abreviado en inglés— potenciacion a largo plazo



PKC proteina Kinasa C
TMD abreviado en inglés -Dominio transmembrana
SNC sistema nervioso central

SST abreviado en inglés -transmision sinaptica corta



RESUMEN

En los ultimos afios, ha aumentado el interés por saber como funciona el cerebro;
principalmente por dos razones: (1) el desarrollo de nuevas tecnologias que
permiten explorar su funcion desde la parte molecular hasta las alteraciones
clinicas y (2) la integracion de los conocimientos multidisciplinarios que han
resultado en sendas teorias que alientan posibles tratamientos. La cognicion es la
base fundamental para empezar a entender el funcionamiento del cerebro, para
esto, una de las estructuras mas estudiadas es el receptor NMDA (N-metil-D-
aspartato) debido a que esta relacionado con funciones como el aprendizaje, la
memoria, la potenciacion y depresion a largo plazo y con padecimientos como el
Alzheimer, Parkinson y la enfermedad de Huntington. Se tiene la esperanza de
gue al entenderse su funcion, se logren mejores tratamientos para estos
padecimientos. De ahi la importancia de su inclusion como tema en cursos de
fisiologia, biofisica, neurobiologia y neurociencias. En licenciatura, el estudio de la
fisiologia del cerebro se limita a diapositivas. Sin embargo, no se pueden realizar
practicas de laboratorio donde el alumno experimente, debido a los altos costos
gue esto implica. Una alternativa es el uso de programas de computo que incluyan
simuladores para realizar experimentos virtuales. Afortunadamente, las neuronas
funcionan con mecanismos eléctricos y bioquimicos que se pueden modelar
matematicamente. A partir de ahi, se construyen simuladores que reproducen bien
los datos experimentales. En este trabajo, se disefiaron y desarrollaron tres
simuladores: 1.-Simulador de Neurona Monocompartamental 2.- Simulador del
Receptor NMDA (NMDAR) 3.- simulador de canal dnico. Con el simulador
monocompartamental se presenta una neurona con canales de Na*, K* y NMDAR,
gue reproduce el efecto que tiene el NMDAR en un tren de potenciales de accion
(PA). Con el simulador para el receptor NMDA, se reproduce la corriente NMDA a
diferentes potenciales y se construye un grafica corriente (I) —vs- voltaje (V). Los
experimentos con canal Unico se realizaron con un algoritmo computacional. Los
resultados muestran que el NMDAR se activa con glutamato o su agonista NMDA,
aumenta la frecuencia de disparo de PA, el canal es bloqueado por Mg?* a
potenciales de reposo y la curva | —vs- V tiene un comportamiento no lineal. El
programa de cémputo desarrollado es interactivo, ejecutable en ambiente
Windows® desde XP a Windows 10, reproduce los experimentos reportados y
cuenta con un médulo de lecciones para introducir al alumno en el tema.



INTRODUCCION
La actividad eléctrica de las neuronas esta determinada en gran medida por la
presencia de canales ionicos en su membrana. Existen diferentes tipos de canales
i6nicos los cuéles se pueden clasificar en: (1) canales dependientes de voltaje, (2)
canales unidos a ligando y (3) canales metabotropicos. Los primeros, se
caracterizan por tener sensores de voltaje en su estructura; un cambio en el
voltaje, por ejemplo, una despolarizacién abre el canal. En los segundos, una
molécula mensajera, por ejemplo, un neurotransmisor se une a un receptor,
localizado en la estructura del canal, y se abre. En los metabotropicos, el
mensajero se une a un receptor que se localiza en la membrana celular, lejos del
canal; una cascada de sefalizacion abre el canal.

Los receptores unidos a ligando reciben a neurotransmisores inhibidores, como el
GABA, y excitatodores, como el glutamato. Particularmente, los receptores NMDA
son canales iénicos activados por ligando (glutamato) que median un componente
principal de la neurotransmision excitadora en el sistema nervioso central
(SNC). Estan ampliamente distribuidos en todas las etapas de desarrollo y estan
involucrados de manera critica en las funciones normales del cerebro, incluido el
desarrollo neuronal y la plasticidad sinaptica. Los receptores NMDA también estan
implicados en la fisiopatologia de numerosos trastornos neurolégicos Yy
psiquiatricos, como accidente cerebrovascular isquémico, lesiébn cerebral
traumatica, enfermedad de Alzheimer, epilepsia, trastornos del estado de animo y
esquizofrenia. Por estas razones, los receptores NMDA se han estudiado
intensamente en las Ultimas décadas para dilucidar sus funciones fisiolégicas y
son vistos con objetivos terapéuticos (Hansen et al., 2017). Existe una amplia
bibliografia de estudios moleculares que determinan sus caracteristicas biofisicas
y electrofisiolégicas. Actualmente, las explicaciones de su funcidén estan referidas
a los cambios estructurales que sufre el receptor ante la unién del glutamato y de
moléculas moduladoras.

Glutamato

El 4cido glutdmico (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema
nervioso central de los mamiferos y el aminoacido no esencial que se puede
sintetizar en el cuerpo a través de distintas vias metabdlicas; aproximadamente,
se sabe que, hay 5-15 mmol de glutamato por Kg de tejido cerebral, dependiendo
de la zona, ademas la mayoria, si no todas, las células del sistema nervioso
expresan al menos un tipo de receptor de glutamato. Se ha concluido que este
aminoacido, debe de estar presente en las concentraciones, lugar y momento
adecuado. Una activacion excesiva de los receptores de glutamato, que regulan la
entrada de iones como Ca?', puede provocar procesos dafinos como la
excitotoxicidad (Watkins y Jane, 2006; Flores-Soto et al., 2012; Zhou y Danbolt



,2014; Yelamanchi et al., 2016). Existen dos tipos de receptores a glutamato:
metabotropicos (mGlu) y ionotrépicos (iGlu). En la membrana postsinaptica se
localizan receptores a glutamato: AMPA (&cido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasol), Kainato y NMDA (N-metil-D-aspartato). Este trabajo se enfoca en los
receptores NMDA ionotropicos.

Glicina

El segundo receptor para el NMDAR es la glicina, este neurotrasmisor se
encuentra en numerosas zonas del SNC, en un principio se creia que su actividad
era inhibitoria, con la cual, se ayuda a controlar la coordinacion de respuestas
reflejas espinales, el procesamiento de sefales sensoriales y nociceptivas.
Ademas, la glicina también esta implicada en el procesamiento de la informacién
auditiva en los nucleos cocleares, el complejo de oliva superior y el coliculo inferior
(Gimenez et al.,2018).

Segun los estudios de Jonhson y Ascher (1987) se descubrio que no solo actua de
forma inhibitoria, ya que mejoraba las corrientes neuronales dependientes de
NMDA a niveles micromolares, siendo las concentraciones enddgenas de glicina
lo que modula la respuesta de las corrientes NMDA (Cumming y Popescu,2015),
al mismo tiempo se ha observado que puede reducir la desensibilizacion y generar
la potenciacion de la corriente (Kemp y Lesson, 1993).

El sitio de union a glicina se encuentra en la subunidad NR1, no obstante, la
afinidad por la glicina y otros agonistas depende de que subunidad NR2 se
encuentre presente en el tetramero, siendo 10 veces mas baja en receptores con
NR2A (Dingledine et al.,1999). Desde el descubrimiento de su participacion en las
corrientes de NMDA ha habido un desarrollo rapido de potentes agentes
farmacoldgicos que interactian efectivamente con este sitio, la disponibilidad de
las herramientas farmacolégicas comienza a proporcionar informacion con
respecto a la naturaleza de la interaccion entre la glicina y la funcion fisiolégica del
NMDA (Kleckner y Dingledine,1988., Kemp y Lesson, 1993).

En los dltimos afos se ha puesto en duda el papel de la glicina como coagonista
obligatorio para el NMDAR. El principal argumento es que hay zonas en la que se
expresa NMDAR y no hay concentraciones de glicina suficiente para saturar el
sitio de unién (Kemp y Lesson, 1993). Ademas, se ha encontrado que no es el
anico neurotransmisor que genera efecto en este receptor.

Se ha demostrado que el acetil colina (ACh) incrementa la corriente NMDA
actuando mediante receptores muscarinicos y nicotinicos durante las primeras
semanas del desarrollo. De igual forma inhibe directamente la postsinapsis, las
corrientes NMDA en presencia de glicina; por lo que se infiere que ocurre una



modificacién del sitio de unidon a glicina para el ACh (Flores-Hernandez et
al.,2009).

RECEPTORES NMDA

Filogenia

Las vias glutamatérgica son directamente responsables de la mayor parte de la
interconectividad de largo alcance en el cerebro humano (Lipsky y Goldman.,
2003). No es sorprendente que se trate de una familia de receptores
flogenéticamente antiguos. Existe una sola familia de receptores AMPA, dos
familias de receptores KA y tres familias de receptores NMDA. En los seres
humanos, las similitudes de secuencias de aminoacidos entre los miembros de la
familia de genes varian del 16 al 62% (Lipsky y Goldman, 2003).

Estructura

La estructura de NMDAR esta formada por cuatro subunidades que forman el poro
del canal: dos subunidad tipo 1 (subunidad NR1/gen GIuN1) y dos subunidades
tipo 2 (subunidad NR2) que pueden tener los siguientes subtipos: subunidad
NR2A/gen GIuN2A, NR2B/GIuN2B, NR2C/GIuN2C y NR2D/GIuN2D. La subunidad
NR2 puede ser remplazada por la subunidad tipo 3 (NR3) con los siguientes
subtipos: NR3A/GIu3A y NR3B/GIu3B (Flores-Soto et al., 2012; Gene group:
genenames.org). Cada una contiene propiedades fisiologicas distintas y la
diversidad que se puede generar de las posibles combinaciones contribuye a la
diferencia en la biogénesis, el trafico, modificaciones postraduccionales,
distribucion celular y propiedades biofisicas del receptor (Salussolia et al., 2011).
Un receptor funcional requiere de dos subunidades NR1 y dos subunidades que
son combinaciones entre NR2 (A-D) y NR3 (A-B). La expresion mas comun es
entre NR1-NR2, este dimero es considerada la estructura base de organizacién
funcional en cada receptor, en donde se localizan los sitios de unién y de
reconocimiento para diferentes ligandos, tanto fisiolégicos como farmacolégicos
(Salazar, 2010; Flores-Soto et al., 2012). La subunidad NR1 se expresa en todas
las neuronas y en todos los desarrollos del cerebro. La subunidad NR2 se
encuentra en diferentes regiones y en diferentes etapas de desarrollo: En el
cerebro embrionario, NR2B y NR2D predominan, mientras que NR2A y NR2C
estdn ausentes. En contraste NR2A es predominante (Salussolia et al., 2011;
Mony et al., 2009).



Las subunidades NR1, NR2 y NR3 estdn organizadas en cuatro dominios
semiauténomos discretos: (a) dos en la parte extracelular, (b) uno transmembranal
y (¢) uno intracelular.

El primero de la parte extracelular es el dominio amino terminal (ATD): en este
dominio se encuentran sitios de unién alostéricos para ifenprodil, protones y Zn?*.
El ATD de cada subunidad adopta una estructura bilobulada formada por los
primeros 350 aminoacidos que se asocian como heterodimeros (R1-R2) de lado a
lado unidas entre si por bucles. En la hendidura entre R1 y R2 se encuentran los
tres sitios de unién (Figura 1): (1) regién hidréfila en el extremo exterior de la
hendidura, que contiene residuos polares involucrados con la unién de Zn?*, (2)
region hidrofébica en el interior de la hendidura, que contiene residuos que afectan
la union de ifenprodil y (3) el sitio de unién a iones Na*, (Traynelis et al., 2010;
Hansen et al., 2018). Este dominio tiene como funciones basicas: (1) regulacion de
la probabilidad de activacion y desactivacion, (2) la regulacion alostérica de la
actividad del canal iénico mediante la union a compuestos moduladores y (3) son
sitios de interaccion con proteinas extracelulares y proteinas cis o trans- sinapticas
(Furukawa, 2011).

El ATD es conocido por su diversidad estructural y especificidad para NMDAR
(Furukawa, 2011; Lee et al., 2014; Hansen et al., 2018). Cambia su arquitectura
basica y disposicion de sus dimeros dependiendo de la conjugacion con diferentes
subunidades NR2. En diferentes estudios cristalograficos, se han observado
caracteristicas unicas en NMDAR comparada con AMPA y Kainato.

Al segundo dominio extracelular se le conoce como de unién a ligando (LBD). Su
arquitectura es bilobulada similar a una concha (Furukawa, 2011). Es una
estructura altamente conservada; se encuentra compuesta por dos I6bulos
discontinuos D1y D2. La region D1, se conecta, por un lado, al ATD y por otro a la
subunidad M1 del dominio transmembranal (TMD). La region D2 se une a M3 y
M4. Estas uniones son equivalentes en NR1 y NR2 (Figural) (Sobolevsky, 2015).

El siguiente dominio es el transmembranal (TMD). Es la parte mas conservada de
las subunidades NMDAR (WYyllie et al., 2013). Esta formada de cuatro segmentos
hidrofébicos (M1-M4), localizados en la membrana celular y define el poro del
canal ionico (Lee et al.,, 2014). El canal estd formado principalmente por los
segmentos M2 reentrantes. El vestibulo esta conformado por los segmentos
transmembrana M1, M4 y M3 (Chang y Kou, 2008; Wyllie et al., 2013; Hansen et
al., 2018) (figural). El vértice del bucle en M2 de NR1 esta relacionado con la
permeabilidad y el bloqueo por Mg?* del canal (Burnashev et al., 1992). Se ha
sugerido que la zona mas conservada de M3 contribuye a la porcion mas profunda
del poro (Chang y Kou, 2008; Blanke y VanDongen, 2009).
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En la parte intracelular se encuentra el dominio carboxilo terminal (CTD). Presenta
motivos de unidén especificos para el trafico intracelular y proteinas de
sefializacion, proteinas estructurales y varios sitio de fosforilacion (Wyllie et al.,
2013). Este dominio es el mas diverso en términos de secuencia y longitud de
secuencia en aminoacidos entre las subunidades de NMDAR. Por ejemplo, entre
las subunidades NR2: NR2A-B tiene una secuencia de 600 aminoacidos; mientras
gue NR2C-D, la secuencia es mas corta (Traynelis et al., 2010). En general, las
subunidades NR2 tienen el CTD mas extenso (figura 1).
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Enlazador LBD-TMD = = = =Pre M1 = = = =Pre M4

Figura 1. Dominios de los receptores NMDA. En la parte superior se muestra
una representacion grafica de la ubicacion de los dominios en la membrana
plasmatica de la célula. El siguiente esquema es una adaptacion de Flores-Soto et
al., 2012 con el objetivo de mostrar la conformacion espacial de cada dominio, al
mismo tiempo de lado izquierdo se muestra la estructura cristalina de cada
dominio realizada por Regan et al., 2015.
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ELECTROFISIOLOGIA DEL NMDAR

Cinética del canal

A pesar de la sustancial similitud estructural entre los iGluR, los receptores NMDA
tienen una serie de caracteristicas funcionales distintivas, que se relacionan
directamente con las funciones fisiolégicas Unicas del receptor (lacobucci y
Popescu, 2018). Se activa por la unidon simultdnea de glicina en dominio LBD de
NR1 y de glutamato en el dominio LBD de NR2.

NMDAR tienen una alta conductancia, para canal unico de 30-50 pS, con una alta
permeabilidad al Ca?*. Las corrientes NMDA aumentan lentamente y después se
desactivan (Lester y Jahr, 1992; Blake y VanDongen, 2009; Zito y Scheuss, 2009;
Salazar, 2010; lacobucci y Popescu, 2017).

En la membrana postsinaptica se encuentran receptores AMPA y NMDA. En un
evento sinaptico, al inicio, el canal AMPA se encuentra cerrado y el NMDA esta
bloqueado por Mg?* (potencial de membrana en reposo). Ambos se activan por
Glu y se produce una corriente sinaptica excitatoria (EPSC). La EPSC puede ser
descrita por dos fases. Sin embargo, su cinética es diferente: AMPA se activa y
desactiva rapidamente, al abrirse el canal se despolariza la postsinapsis y obliga a
qgue el Mg?* salga del canal NMDA (se desbloquea) y se produce la corriente
NMDA que es mas lenta (Figura 2).

A B

Liberacion

de glutamato v RS
! T

W Componente lento
del receptor NMDA

20 ms

!
|

' Corriente postsinaptica Componente rapido

excitatoria del receptor AMPA

Figura 2. Corrientes sinapticas. (A) corriente sinaptica excitatoria (EPSC). (B)
corriente rapida AMPA y corriente lenta NMDA. Se observa que la corriente AMPA
se activa antes que la NMDA.

En interneuronas de tamafio medio del neuroestriado se realizaron experimentos
dosis respuesta. La corriente NMDA con respecto a la concentracion del agonista
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NMDA en concentraciones de: 1000, 200, 100, 50, 10 y 1 uM, puede verse en la
(figura 3A). La amplitud de la corriente va disminuyendo conforme disminuye la
concentracion. Se trata de una corriente entrante, mayoritariamente de Ca?*, lenta
y de gran duracion. Cuando se aplica el antagonista 2-amino-fosfonovalerato
(AP5, 50 mM) se observa una reduccién de la corriente (Figura 3B) (Flores-
Hernandez, 2002).

A NMDA B NMDA100 M
APS __l\ ,,Mwﬂtjr-.—
S0 pM
‘ Wh
Control =
! 100 pA

\K 1sec

Figura 3. Registro de INMDA en neurona de neuroestriado, experimentos
libres de Mg?*. (A) Respuesta de la corriente segun la concentracién de NMDA,
aplicada durante el tiempo de la barra superior. (B) Efecto del antagonista AP5, se
observa una notoria reduccion. Voltaje de mantenimiento -40 mV (Flores-
Hernandez, et al., 2002).

A partir de las corrientes AMPA y NMDA se genera el potencial postsinaptico
excitatorio (EPSP). La cinética de este potencial cambia con el potencial de
membrana. En valores negativos y de reposo se registra un EPSP con una
despolarizacion y repolarizacion rapida, debido a la corriente AMPA; la corriente
NMDA se encuentra bloqueada. A potenciales menos negativos (por ejemplo, -40
mV) la despolarizacion es menos rapida y la repolarizacién se vuelve lenta y se
sostiene; esto se debe a la accion de AMPA y es patente la corriente NMDA
(Figura 4).



EPSP

0 el S
Figura 4. Potenciales postsinépticos. Se pueden observar dos EPSP, uno a -70
mV que es rapido y con una amplitud mayor, comparada con el trazo a -40 mV
gue es lento debido a la corriente NMDA.

La amplitud de la corriente NMDA es dependiente de voltaje: a valores negativos
el canal esta bloqueado por Mg?*; por ejemplo, a -80 mV no se produce corriente;
de -70 a -50 mV la corriente es pequefia; el pico de corriente se produce alrededor
de -30 mV. La curva corriente-voltaje (I-V) que se genera es no lineal (Figura 5).

Bloqueo de Mg2*

Figura 5. Comparacion de la relacion corriente-voltaje entre AMPAR vy
NMDAR. Los NMDAR exhiben una region caracteristica de pendiente negativa de
aproximadamente -70 a -35 mV donde se observa el pico maximo. A valores mas
negativos el canal es bloqueado por Mg?*, parte roja del tridngulo esquematico
superior. La curva |-V para AMPA es lineal (Hunt y Castillo, 2012).



La corriente NMDA se ve afectada por la composicién de las subunidades NR1,
NR2 o NR3; cada subtipo, muestra comportamientos cinéticos distintos: desde la
activacion hasta la fase de decaimiento. Inclusive la afinidad a los diferentes
agonistas produce cinéticas diferentes. Otro aspecto que ha sido estudiado, es la
gran variedad de moduladores enddgenos a los que este receptor en sensible,
generalmente moléculas pequefias o iones, algunas como H* y Zn?*, presentes
enddégenamente en el SNC; actian como moduladores alostéricos (Jahr y
Stevens, 1990; Kussius y Popescu., 2009; lacobucci y Popescu, 2018; Hunt y
Castillo, 2012).

Bloqueo de NMDAR por Mg?*

El bloqueo por Mg?* es uno de los rasgos mas caracteristicos de la compleja
regulacion de NMDAR; es un factor que restringe la permeabilidad de Ca?*. En
potenciales de reposo, limita el impacto en la sefializacion neuronal. Desde los
primeros estudios del receptor NMDA revelaron un fuerte bloque dependiente del
voltaje por concentraciones fisiolégicas de Mg?*. Por lo tanto, en condiciones
fisiologicas, la activacion de NMDAR requiere simultaneamente de la liberacion
presinaptica de glutamato y de la despolarizacidon postsinaptica. Es esta
caracteristica la que ha permitido usar este bloqueo como blanco de diferentes
farmacos, ejemplo de esto son la memantina y la amantadina, utilizadas
principalmente para tratar una amplia gama de trastornos neurologico. Estos
farmacos ingresan al canal abierto y se unen al sitio de bloqueo ubicado dentro del
poro (Johnson et al., 2015; Sobolevsky y Yelshansky ,2000; Flores-Soto et al.
2012; Espinosa y Kavalali, 2009).

A potenciales de membrana en reposo, los iones de externos de Mg?* entran al
poro del canal en concentraciones micromolares debido a la fuerza electromotriz
interna. El Mg?* se unen fuertemente al poro del canal y evitan la permeacion de
los iones de Ca?* (lacobucci y Popescu, 2018; Blake y VanDongen, 2009; Salazar,
2010). La figura 6A, muestra el efecto del Mg?* en el EPSP. En preparaciones con
Mg?* a potenciales de -60 mV el EPSP presenta una repolarizacion mas lenta
comparado con los registros realizados a potenciales menos negativos, incluso
positivos. En preparaciones libres de Mg?* los EPSP registrados en cualquier
potencial son practicamente iguales. En la figura 6B, se muestran los registros en
canal unico. En todos los casos la preparacion tiene NMDA vy glicina (Gly) para
abrir el canal. En un caso, en el trazo superior, se registra la apertura el canal, con
una duracién grande. En los trazo intermedio se agrega Mg?*; se observa el cierre
del canal. En el trazo inferior, se tienen las dos condiciones para su comparacion.
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Figura 6. Relacion entre voltaje y Mg?* en la actividad del receptor NMDA. (A)
superposicion de EPSP durante 1ms de aplicacion de 1 mM de glutamato y 1 uM
de Mg? a diferentes potenciales de membrana (Kampa et al., 2004). B) los
registros muestran las transiciones entre aperturas y cierres de canales
registrados con la técnica de patch-clamp de neurona del hipocampo en cultivo.
Los fragmentos de registros indicados como a y b se muestran a mayor escala
temporal en la parte inferior. Obsérvese como, en presencia de Mg?*, las aperturas
se ven interrumpidas frecuentemente. Esto se explica por la entrada y salida de
los iones Mg?* del canal, blogueando transitoriamente la permeabilidad al Ca?*,
segun se muestra en el esquema.

Las subunidades NR2 son las encargadas de las propiedades biofisicas del
receptor. El sensor del potencial de membrana es dependiente del subtipo; por
ejemplo, se sabe que tanto NR1/NR2A y NR1/NR2B son bloqueados fuertemente
por Mg?*, por lo tanto, necesitan de un potencial de membrana mas alto que las
subunidades NR2C y NR2D. Esta propiedad se debe a elementos estructurales; el
determinante principal parece ser un residuo de serina para el caso de NR2A y
NR2B, y una leucina en NR2C/ NR2D, ubicado en la hélice transmembrana M3
(Sobolevsky y Yelshansky, 2000; Paoletti, 2011; Hansen et al, 2018).
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Desactivacion

Entre las propiedades que caracterizan a los receptores NMDA, el curso de tiempo
de desactivacion de la corriente es crucial para la transmision singptica porque
subyace a la cinética de las EPSC de NMDA (Vicini et al., 1998; Jahr y Stevens,
1990). Esta propiedad se debe en gran medida a la composicion del receptor,
especificamente el tipo de subunidad NR2 que forma el receptor (Figura 7). La
subunidad NR1 no participa en la desactivacién (Jahr y Stevens, 1990; Paoletti,
2011; Salazar, 2010). La desactivacion empieza al momento que el agonista es
removido.

NR1a/NR2A NR1a/NR2B NR1a/NR2C

il L
| dﬁ'w | w‘lﬁ’wm |

f

| |
| | s0pA !,{ 1 20pA | 10pa
100ms i 100ms 100ms
NR1a/NR2D

MW

100ms

Figura 7. Tiempos de desactivacion dependientes de las distintas
subunidades NR2. Registros de la cinética de desactivacion en células
transfectadas HEK generado por la aplicaciéon de glutamato (1mM; 1 ms). La
subunidad NR2A tiene la cinética de desactivacion mas rapida (54 ms), seguida
por NR2C y NR2B (280-360 ms) y por ultimo NR2D (-1700ms) (Vicini et al., 1998).

Desensibilizacion del NMDAR

La desensibilizacion se refiere al proceso reversible de adaptacion, en donde la
respuesta celular es reducida ante la presencia de un estimulo prolongado, esto
quiere decir, que el canal ya no conduce iones, pero el neurotransmisor
permanece unido (Salazar, 2010). Este proceso representa una forma natural de
suprimir la actividad de iGIuR y asi proteger a las neuronas de la entrada excesiva
de calcio que produciria excitotoxicidad (Sobolevsky, 2015).

En presencia continua de Glu, la respuesta del receptor disminuye de manera
dependiente del tiempo, debido a un acoplamiento alostérico negativo entre los
sitios de unién de Glu y de glicina. Segun este modelo, la desensibilizacion
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conduce a la ruptura de la interfaz D1-D1; el I6bulo D2 y sus uniones al canal
iénico adoptan una conformacién similar a un estado cerrado (Sobolevsky, 2015).

Para este receptor, se han descrito otras formas de desensibilizacién: (1) la
dependiente de Ca?* denominada inactivacion dependiente de Ca?*. La magnitud
de este tipo de desensibilizacion depende de los diferentes subtipos de NR2; es
mayor cuando el NMDAR tiene NR2A y es limitada cuando estd formado con
NR2C o NR2B (Dingledine et al, 1999). Mutantes con carencia de ATD en la
subunidad NR1, elimina la desensibilizacion dependiente de calcio (Sobolevsky,
2015; Hansen et al., 2018). (2) la dependiente de Zn?*, los datos cristalograficos
sugieren un mecanismo de modulacion, que implica un cambio en el angulo entre
los dos I6bulo R1-R2, ademéas de movimientos de torsion en ATD que favorece al
cierre del canal (Hansen et al., 2018).

El NMDAR en la frecuencia de potenciales de acciéon (PA)

En neuronas dopaminérgicas se registran dos modos electrofisiologicos de
actividad: baja y alta frecuencia de disparos de PA. La alta frecuencia se debe a la
activacion de NMDAR,; la baja frecuencia se debe a la activacion de AMPA (Ha y
Kuznetsov, 2013). Los NMDAR localizados en el soma producen un aumento en la
frecuencia de manera mas efectiva que los localizados en las dendritas distales. El
analisis matematico por sistemas dinamicos confirma que la dependencia de
voltaje no lineal para el bloqueo de Mg?* del NMDAR determina su capacidad para
elevar la frecuencia de disparo. Esta capacidad parece estar relacionada con una
disminucion en la amplitud de las oscilaciones de Ca?*. En cambio, un aumento en
la amplitud de estas oscilaciones activaria canales de K* activados por Ca?* (KCa)
y frenaria la frecuencia de disparo. La aplicacion ionotropica de glutamato en
neuronas dopaminérgicas activa al NMDAR y produce un aumento en la
frecuencia de PA (Overton y Clark, 1992). EI NMDA aplicado a neuronas
dopaminérgicas induce disparo en rafagas como se muestra en la figura 8
(Johnson et al., 1992)

Control

.

Figura 8. Efecto del NMDA en neuronas dopamlnerglcas Se observa como la
aplicacion de NMDA genera rafagas de PA de alta frecuencia (Johnson et al.,
1992).

(Aw) rerousiod
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La activacion el NMDAR es necesaria para la generacion de rafagas de alta
frecuencia. Al aplicar glutamato, se activa este receptor y aparecen las rafagas. En
este proceso no intervienen los receptores AMPA, como se demuestra que al
aplicar un antagonista competitivo para este receptor (NBQX), la frecuencia no se
bloquea, en cambio un antagonista no competitivo para NMDAR (MK-801),
disminuye la frecuencia de disparo, como se observa en la figura 9 (Deister et al.,
2009).

Control

25 M NBOX

SO M MK-801

25 M NBQX

Figura 9. Activacion del NMDAR por glutamato. La barra corresponde a la
aplicacion ionoforética de glutamato. El trazo superior muestra la generacién de
rafagas después por la activacion del receptor por glutamato. El trazo medio,
muestra como el antagonista para AMPA (NBQX) no frena la rafaga. Abajo, se
observa el efecto del antagonista para NMDAR,donde se bloque la activacién de
alta frecuencia (Deister et al., 2009).

Ha y Kuznetsov (2013) desarrollaron un modelo de neurona dopaminérgica. El
estudio de la activacion del NMDAR por NMDA muestra un aumento en la
frecuencia de PA. La aplicaciéon solamente en el soma (QNMDA = 26 mS/cm2)
produce una frecuencia de 25 Hz. Cuando se aplica globalmente (misma
conductancia), aumenta mas la frecuencia. Una excesiva aplicacion de NMDA,
bloquea la frecuencia (Figura 10). EI modelo de neuronas dopaminérgicas
desarrollado por Zakharov et al. (2016), muestra también un incremento en la
frecuencia de PA debido a la activacion del NMDAR.
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Figura 10. Efecto de aplicar NMDA en un modelo. (A) aplicacion focalizada en
el soma. (B) aplicacion global. (C) excesiva concentracion de NMDA. Se observa
como aumenta la frecuencia de PA y un blogueo en el ultimo caso (Ha y
Kuznetsov, 2013).

Modulacion extracelular del NMDAR

Modulacion de NMDAR por protones

Los NMDAR son inhibidos ténicamente por los protones a un pH fisiologico, por lo
tanto, estan preparados para responder a pequefios cambios del pH extracelular
gue puede ocurrir al momento de la liberacion del contenido vesicular o al
movimiento de protones a través de la membrana plasmatica mediante bombas
(Mony et al., 2009; Hansen et al., 2018). La actividad de los protones
extracelulares inhibe la funcion de este receptor, la cual puede ser total al
atraparlos en un estado cerrado, actuando de manera independiente del voltaje y
sin cambiar la sensibilidad a los agonistas (Mony et al., 2009; Paoletti, 2011).

Modulacion del NMDAR por zinc

El Zn? se encuentra en las vesiculas sinapticas en muchas sinapsis
glutamatérgicas, es considerado modulador de los NMDAR. Esta modulacion
implica un cambio en al angulo entre los I6bulos R1-R2 del dominio LBD,
promoviendo un cierre del canal (Mony et al, 2009). A concentraciones altas el
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Zn?* puede llegar a producir un bloqueo de canales dependientes del voltaje, sin
embargo esto aln no se encuentra claro (Hansen et al., 2018).

Modulacion del NMDAR por poliaminas

Poliaminas endégenas como espermidina, espermina y putrescina, liberadas por
las células son moduladores del NMDAR (Paoletti ,2011). En el SNC la espermina
puede ser liberada por las neuronas o células gliales. El efecto es un bloqueo
dependiente de voltaje, se ha descrito este comportamiento parecido al bloqueo
de Mg?*, comparte un sitio de unién en la profundidad del poro del canal (Jin et al.,
2008). El segundo efecto es una potenciacion dependiente de glicina, el cual solo
ocurre en receptores que contiene la subunidad NR2A y NR2B y es capaz de
aumentar la afinidad de glicina hasta 3 veces aproximadamente y produce una
disminucién en la tasa de disociacién de glicina con su sitio de unién en NR1
(Mony et al.,2009; Paoletti, 2011).

Modulacion del NMDAR por Neuroesteroides

Se sabe que existen varios neuroesteroides enddégenos que modulan positiva o0
negativamente la actividad del receptor NMDA, aunque las acciones de stas
moléculas son complejas (Hansen et al., 2018). Los neuroesteroides enddgenos
actuan localmente y producen efectos sobre la excitabilidad neuronal. El colesterol
modula la funcién del receptor y su eliminacién inhibe la actividad del receptor
NMDA, lo que sugiere que el entorno de la membrana influye en la actividad del
receptor NMDA y puede ser un determinante importante de la accion
neuroesteroides (Mony et al., 2009; Hansen et al., 2018).

Modulacion intracelular del NMDAR

La fosforilacion es un mecanismo regulador importante que subyace a la
respuesta de los NMDAR a los agonistas; generalmente, se potencian después de
la fosforilacion causada por proteinas quinsas C (PKC), proteinas quinasas A
(PKA) y proteinas quinasas Il dependientes de calcio-calmodulina (CaMKIl)
(Dingledine et al.1999; Zito-Scheuss, 2009). La fosforilacion directa se identifica
como un mecanismo clave que regula la funcion del canal y la localizacion del
receptor en la sinapsis (Chen y Roche, 2007). En la mayoria de los casos la
fosforilacién sucede por PKC o PKA y es mas pronunciado en las subunidades
NR1 y NR2. PKC reduce la afinidad por lo iones de Mg?" aumentando la
probabilidad de apertura del canal (Dingledine et al.1999; Zito y Scheuss, 2009).

NMDAR Y LA PLASTICIDAD NEURONAL

La plasticidad sinaptica se refiere a la capacidad de modificar la eficacia del
estimulo sinaptico. Existen muchas formas de plasticidad neuronal; existen las de
duracion corta conocidas como short synaptic transmission (SST) y se encuentran
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las que tienen una duracibn mas larga, mejor conocida como long term
potentiation (LTP).

La LTP y la depresién a largo plazo (LTD) son formas de plasticidad sinaptica que
juegan un papel importante en los procesos de aprendizaje y memoria
(Akhondzadeh, 1999). En la década de 1980, se encontr6 que NMDAR esta
involucrado en la generacion de LTP en el hipocampo. En la regién CAl, del
hipocampo, la LTP suele ser inducida por estimulos de alta frecuencia de las
fibras glutamatérgica excitadoras y se manifiesta como un aumento en la fuerza
sinaptica que dura desde horas hasta dias (Akhondzadeh, 1999; Li et al., 2007;
Volianskis et al., 2015).

PATOLOGIAS RELACIONADAS CON NMDAR

Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada una enfermedad
neurodegenerativa relacionada con la edad. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, esta enfermedad es la principal causa de demencia que representa del 60
al 70 por ciento de los casos. La fisiopatologia incluye anomalias tanto
estructurales como funcionales: aparicibn de placas seniles AR y ovillos
neurofibrilares que contienen proteina tau fosforilada, o que llega a generar un
disfuncion cognitiva global, con cambios en el comportamiento, la personalidad y
especialmente pérdida de memoria (Zhang, et al., 2016; Wang y Reddy, 2017). La
participacion del NMDAR en esta patologia a ha sido relacionada con aumento en
el flup Ca?" por el canal por sobre liberacion de glutamato causando
excitotoxicidad que genera una pérdida gradual de la funcion sinéptica y la muerte
neuronal, subyacente a la neurodegeneracion por EA (Wang y Reddy, 2017). Otro
factor importante de esta patologia es que la excitotoxicidad inducida por el
glutamato aumenta la expresion de tau, asi como su fosforilacion. Recientemente
se ha reportado que la activacion de NMDAR extrasinapticas induce una sobre
expresion de esta proteina junto con una degeneracion neuronal simultanea y
disminucién de la supervivencia neuronal (Liu et al., 2019).

Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo cronico,
caracterizado por sintomas motores y no motores. Las manifestaciones clinicas
tipicas de la EP son las alteraciones del control motor, como temblor, rigidez
muscular y bradicinesia (movimientos no voluntarios).

La fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson (EP) esta relacionada con una
degeneracion generalizada de las neuronas liberadoras de dopamina de la
sustancia Nigra compacta (SNpc). La degeneracion de la via dopaminergicas
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nigroestriatal conduce a cambios morfoldgicos y funcionales significativos en los
circuitos neuronales del estriado, incluidas las modificaciones de la arquitectura
sinaptica glutamatérgica corticoestriatal y la consiguiente pérdida de la plasticidad
sinaptica estriatal (Petralia et al., 2009; Gardoni y Bellone, 2015).

Los desequilibrios entre la via directa e indirecta se han indicado como un evento
importante subyacente a los déficits motores observados en la EP. La composicién
de NMDAR en las sinapsis de la neurona espinosa mediana (NEM); la reduccion
de NR2B y el aumento dramatico de NR2A causan una modificacion de la
arquitectura sinaptica glutamatérgica con la consiguiente pérdida de la plasticidad
sindptica estriatal (Petralia et al., 2009; Gardoni y Bellone, 2015).

Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es un trastorno neurodegenerativo hereditario,
autosomica dominante que afecta a la proteina huntingtina (htt) (Fernandes y
Raymond, 2009). En condiciones patolégicas, esta proteina genera una variedad
de alteraciones motoras que se caracterizan en Su mayoria con movimiento
involuntarios de corea (Nopoulos, 2016). Se ha reportado que la proteina htt
mutada afecta la activacion del NMDAR generando neurotoxicidad por la via
apototica (Fernandes y Raymond, 2009).

SIMULADORES COMPUTACIONALES PARA NMDAR

Modelo para NMDAR de Keller et al.

Se trata de un modelo computacional desarrollado por Keller et al. (2017). De
acuerdo con los autores, el Enfoque de este modelo computacional constituye
una herramienta complementaria para investigar las propiedades de los sistemas
biolégicos basados en el conocimiento proporcionado por los experimentos de
laboratorio. Es un modelo cinético basado en cadenas de Markov para cada
subtipo NMDAR, capaz de reproducir varios resultados experimentales. Los
modelos de receptores y sinapsis fueron implementadas y validadas usando
RHENOMS®, y LibRoarunner. Los modelos de células y redes en NEURON. Se
us6é una computadora con procesador dual XEON. Este modelo fue desarrollado
para fines de investigacion, no se encuentra disponible en Internet.

Modelo para NMDAR de Singh et al.

Los autores crearon un modelo estocastico de sefalizacion glutamatérgica en una
espina dendritica para estudiar diferencias la activacion en diferentes subtipos
NMDAR en varias condiciones fisiolégicas en resoluciones temporales y
espaciales que son dificiles de obtener experimentalmente. Para este propdsito se
uso6 el programa Smoldyn® version 1.84, un simulador estocastico espacial, para
redes bioquimicas. El objetivo fue examinar cémo el subtipo NMDAR vy el
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contenido NMDAR general de la espina dendritica pueden afectar la extensién y la
confiabilidad de la transmisién sindptica. Ademas, se determin6 cémo las
propiedades Unicas de activacion entre los subtipos NMDAR crean distintos
patrones de activacion entre sinapsis con composiciones diferentes. El modelo se
implemento para propésitos de la investigacion de los autores (Singh et al., 2011)
y no esta disponible en Internet.

Simulador NMDAR de Chen

El modelo apoya la hip6tesis de que la cinética de los receptores NMDA para dos
composiciones de subunidades diferentes: NR2A y NR2B. La respuesta depende
de la duracion de la aplicacion del agonista. El simulador se desarrollo en
NEURON como un moédulo independiente que reproduce los registros
experimentales de los autores (FigurallA y B). Esta disponible en Internet de
manera gratuita. http://sim.neuroinf.jp/modules/xoonips/detail.php?item_id=292
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Figura 11. Simulador de Chen. (A) médulo de NEURON para reproducir estos
experimentos (B) resultados experimentales: corriente NMDA dependiente de la
concentracion del agonista (mM) y del tiempo (Chen, 2001).
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JUSTIFICACION

Desde su descubrimiento los receptores NMDA son considerados elementos
cruciales para el entendimiento de los circuitos del sistema nervioso central. Estan
ligados a procesos importantes como el aprendizaje y la memoria, muestran
caracteristicas Unicas entre los iGIUR, empezando por el doble ligando para su
activacion: glutamato y glicina, la despolarizacién de membrana, seguida por una
actividad retardada y un bloqueo de magnesio dependiente de voltaje. Ademas de
esto, muestran una cinética diferente dependiente de su composicion estructural,
siendo la subunidad NR2 el principal factor dependiente, generando asi, una
mayor complejidad a la actividad de este receptor. La complejidad aumenta si se
estudia el ambiente en el que estan inmersos, pequefias moléculas endégenas
como los protones (H*) y el zinc modulan la actividad de este receptor. Se ha
observado que cambios en el influjo de calcio, pH, entre otros pueden llegar a
alterar la conductancia de estos receptores. Una sobre excitacion por glutamato
puede producir excitotoxicidad. Estas caracteristicas, lo hacen un receptor muy
interesante para su estudio en practicas de laboratorio para licenciatura y los
primeros cursos de posgrado. Sin embargo, las condiciones econdmicas cada vez
mas dificiles, impiden la ensefianza en laboratorios reales. Una alternativa para
subsanar estas condiciones es el desarrollo de simuladores interactivos
computacionales. Como alternativa, se han desarrollado algunos simuladores para
la neurociencia, la fisiologia y la biofisica, un ejemplo es el desarrollo de lenguajes
especializados como NEURON y Genesis que estan disponibles en Internet de
forma gratuita; con ellos se han desarrollado algunos médulos para la ensefianza,
sin embargo. la mayoria son para la investigacion y estan destinados a modelos
para resultados experimentales y no para la ensefanza.

Para llegar a comprender como funciona este receptor se han introducido
diferentes modelos para su estudio, que van desde lo biolégico, molecular hasta
computacionales. Estos ultimos son una forma de estudio muy uatil y de
vanguardia, que combinan los conocimientos proporcionados por la
experimentacion y el modelado matematico. Con los datos experimentales se
pueden desarrollar simuladores de la actividad del receptor NMDA para el proceso
de ensefianza-aprendizaje del tema.

OBJETIVOS

Objetivo General
Disefar y desarrollar un simulador de una neurona simulada con NMDAR para la
ensefianza-aprendizaje de sus propiedades electrofisioldgicas.

Objetivos Particulares

e Desarrollar un modelo unicompartamental con las corrientes dependientes
de voltaje para Na* y el K*, y el receptor NMDA.

e Implementar los modelos mateméaticos para estas corrientes de acuerdo
con la descripciéon fenomenolégica de Hodgkin y Huxley (1952).
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e Desarrollar un simulador para experimentos virtuales en fijacion de
corriente.

« Desarrollar un simulador para experimentos virtuales en fijacién de voltaje.

« Determinar los cambios intracelulares de la concentracién de Ca?* a partir
de la corriente de Ca?* producto de la activacion del NMDAR a distintos
voltajes de estimulo.

« Generarla curva l vs V en presencia y ausencia de Mg?".

o Desarrollar un simulador para experimentos virtuales en configuracién de
canal Unico (Patch clamp) del NMDAR en ausencia y presencia de Mg?*.

METODOLOGIA
Se disefiaron y desarrollaron tres simuladores interactivos para el estudio y
aprendizaje de las caracteristicas electrofisiologicas del receptor NMDA. Se
implementaron tres condiciones experimentales: (1) fijacion de corriente, (2)
fijacion de voltaje y (3) registro de canal Unico.

Para el simulador en fijacion de corriente, se cre6 un modelo de un compartimiento
con canales en la membrana de Na*, K* y NMDAR. Cada canal ionico fue
modelado con ecuaciones diferenciales no lineales de acuerdo con Hodgkin y
Huxley (1952) (ver anexo). El efecto de bloqueo del Mg?* para el NMDAR fue
modelado con una ecuacion diferencial dependiente del voltaje. La determinacion
de la concentracion intracelular del Ca?* se realizé con una ecuacion diferencial
dependiente de la corriente de Ca?*, con un coeficiente y constante de tiempo
ajustados para reproducir los datos experimentales reportados en la literatura
especializada.

Para el simulador de fijaciéon de voltaje se implementdé un modelo solo para
NMDAR. Las ecuaciones diferenciales fueron las mismas que para el simulador
anterior. Se resolvieron las ecuaciones con la siguiente condicidén (fijacion de
voltaje):

dv

T 0
El simulador para canal unico se desarroll6 utilizando un algoritmo computacional.
Para las condiciones experimentales libre Mg?*, las amplitudes de la corriente con
respecto al voltaje fueron de tipo lineal, el tiempo de apertura del canal
corresponde a canales no bloqueados. En condiciones con Mg?*, el blogqueo en

valores de voltaje negativos (menores a -50 mV) fue representado con menores
amplitudes y cierre instantaneo del canal.

Para la solucién de las ecuaciones diferenciales se usaron métodos numéricos.
Todos los algoritmos matematicos se implementaron en el lenguaje Visual Basic®
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version 6.0. Los sistemas de ecuaciones pueden consultarse en el anexo. La
figural2 muestra el diagrama de flujo para los simuladores.

MENU PRINCIPAL

MODELO
CANAL UNICO
MONOCOMPARTAMENTAL %
Ecuaciones Algoritrpo
diferenciales computacional
Ecuaciones
diferenciales INMDA egistro

Potenciales
de accion

Desbloqueo
Bloqueo Voltaje
aplicacdo

Corriente
aplicada

Figura 12. Diagrama de flujo para el desarrollo de los simuladores.El
programa de coOmputo cuenta con tres simuladores y un menu de lecciones para
introducir al usuario en el tema. La figura 13, presenta el diagrama de flujo de las
lecciones.

Sinapsis

Glutamato S
glutamatérgica

Subunidad
Receptor | (BRELE ! NR1

NIMVIDA
Subunidad
Estructura NR2

Activacion Subunidad
NR3

e Desensibilizaciéon
pantall M : Cinética del
Siaetaa £y receptor

de inicio principal Desactivacion

Plasticida Bloqueo de Mg
. cerebraly .
NMDA Alzheimer

Parkinson

Patologias
relacionadas

con NMIDA Esquizofrenia

Enfermedad de
Huntington

Figura 13. Diagrama de flujo para el desarrollo de las lecciones.
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RESULTADOS
Se disefid y desarrollé6 un programa computacional interactivo para la ensefianza-
aprendizaje de las propiedades electrofisiologicas del NMDAR. Esta formado por
tres simuladores y un médulo de lecciones.

Interfaz de usuario: Menu principal

Al abrir el archivo NMDAR.exe, aparece la pantalla de interfaz donde se encuentra
el menu principal formado por cuatro botones: <Fijacion de corriente (Potenciales
de accions>>, <«<Fijacién de voltaje >>, <<Técnica de canal Unico>>, y <<Leccionario>>
(Figura 14). El primer botdn lleva al simulador para realizar experimentos virtuales
en fijacion de corriente (Figura 15).

Simulador de fijacién de corriente (Modelo monocompartamental)

La interfaz de este simulador cuenta con tres osciloscopios: (1) para el registro de
PA, (2) indicador de desbloqueado/bloqueado, (3) para el pulso de corriente de
estimulo. Del lado derecho, muestra tres médulos: Modulo de estimulo, aqui el
usuario ingresa la duracion y amplitud de pulso de estimulo, Médulo canal
NMDAR, aqui el usuario ingresa la conductancia maxima del canal (nS), el
agonista NMDA (mM) y el Mg2+ (mM) que se aplica al experimento, y un médulo
para elegir el color de los trazos registrados para poder comparar. A partir de los
datos de entrada, se pueden realizar varios experimentos. En seguida se
presentan algunos ejemplos de experimentos realizados con este simulador.

[ MENG PRINCIPAL " SR o— T— — el
SALIR

- N
g

dores NMDA

Fijacién de corriente
(potenciales de accion)

< Fijacion de voltaje
(corriente NMDA)

Técnica de canal Unico

Leccionario

Figura 14. Pantalla del menu principal. Muestra lo accesos hacia los distintos
simuladores y al leccionario. El usuario puede navegar libremente en el programa
o salir en el momento que lo desee.
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Experimento 1: Condiciones control (Hodking — Huxley) para INMDA

En este caso, el usuario ingresa los datos del pulso de estimulo: 200 ms de
duracién y 10 nA de amplitud del estimulo. EI médulo para NMDAR, se inicia con
valores muy pequefios: 0.001 nM de NMDA, 0.001 gNMDA y Mg?* = 0. En estas
condiciones el modelo solamente resuelve las ecuaciones de Hodking y Huxley
para las corrientes: INa* e IK* y queda fuera la corriente NMDA. El resultado de la
simulacion se muestra en la figura 15. Se observa un tren de PA, se indica
desbloqueado, pero no esta activo el canal y el pulso de estimulo. Al tren de PA
gue se genero, seré el control.

- -
= SIMULADOR FUACIGN DE CORRIENTE (NMDA):” - |[E=REER
SALR AUTORES AYUDA

Duracién

SELECCIONAR COLOR DE TRAZO
I B B .

CEALLAR T

= : REGRESAR A MENO -
BORRAR _ SALIR

- —— - |

Figura. 15. Simulacion control. Tren de PA generado con el modelo de Hodgkin
y Huxley (1952). Los valores de default para NMDA lo eliminan.

Experimento 2: Desbloqueo del canal NMDA

El experimento se realizO en el modelo monocompartamental, con canales
dependientes de voltaje de Na+, K+ y NMDAR. En este caso, la conductancia del
NMDA fue de 0.04 nS, y a la solucién se le agreg6 NMDA =5 mM y Mg?* =1 mM.
La simulacién muestra un aumento en la frecuencia de PA (Figura 16).
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e N
I3 SIMULADOR FLACION DE CORRIENTE (NMDA) | 0 [ B
- - -
SALIR AUTORES AVUDA

Duracién 200 200 (ms)

¥

Figura 16. Simulacion con el modelo monocompartamental. Las condiciones
experimentales son: presencia de las corrientes INa*, IK* e INMDA. Se ingresaron
los siguientes datos: agonista NMDA = 1 mM, gNMDA = 0.04 nS, Mg?* = 1 mM. Se
comparo el tren de PA control (trazo negro) contra estas nuevas condiciones. Se
observa un aumento en la frecuencia de PA, resultado equivalente a los
reportados experimentalmente (trazo rojo). El indicador desbloqueado/bloqueado
muestra como el canal NMDA se bloquea cada vez el potencial de membrana de
los PA se encuentra en valores de reposo.

Simulador para la fijacién de voltaje

El simulador reproduce la corriente NMDA a diferentes voltajes de estimulo con la
técnica de fijacion de voltaje. La interfaz del simulador presenta cuatro
osciloscopios: (1) registro de la corriente NMDA, (2) graficado de la conductancia
maxima NMDA, (3) presentacion de la concentracion intracelular de Ca?* y (4)
pulso de estimulo. La interfaz cuenta con un médulo para el ingreso de los datos
del voltaje fijado (-70 a 50 mV), y la concentracién de Mg?* aplicada (0 a 1 mM).
Con este simulador el usuario puede realizar dos tipos de experimentos virtuales:
en presencia o en ausencia de Mg?*.

Experimento 1: Fijacion de voltaje en ausencia de Mg?*

Con el simulador, se pueden realizar experimentos con estimulos subsecuentes
de fijacion de voltaje, en pasos constantes, desde -70 a 50 mV. Con el cursor, el
usuario mide el maximo valor de la corriente generada en cada estimulo. En su
libreta de investigacion realiza una tabla: voltaje aplicado y corriente maxima
generada. La figura 17, muestra la interfaz y la simulacién en ausencia de Mg?*.
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3. CORRIENTE MRDA,
SALIR - AUTORES  AvUDA

Tiempo: 2448454
INMDA: -258 5853

BORRAR

REGRESAR

A MENU

Figura 17. Interfaz y simulacion de experimentos en fijacién de voltaje.
Simulacién en ausencia de Mg?*. En el osciloscopio superior, se muestran las
corrientes generadas con estimulos desde -70 a 50 mV con pasos de 10 mV

(osciloscopio inferior).

Con la tabla construida con los resultados experimentales, el usuario selecciona el
boton <<Graficar (V-NMA)>>. Inmediatamente, se abre una interfaz para realizar
la curva corriente —vs- voltaje (Figura 18). En las casillas de la izquierda, se
ingresan los datos experimentales con el botébn <<GRAFICAR>> se genera la
curva | —vs- V. Se observa un proceso lineal en ausencia de Mg?*.

| B CURNA CORRIENTE -VS- VOLTAJE

| SALIR_AUTORES AVUDA

(}1777?733333335

NMDA (al pico)
43157

628
30605
24721
18445

17183

EEEENEEEEEEE

400—

VOLTAJE (mV)

50

BORRAR

Figura 18. Curva corriente —vs- voltaje en ausencia de Mg?*. Con los datos
experimentales ingresados en las casillas se genera la curva. El comportamiento
es lineal, el potencial de inversion fue de -3 mV.



Experimento 2: fijacién de voltaje en presencia de Mg?*

Este experimento se realizd en presencia de Mg?* (ImM) y se generaron las
corrientes NMDA de la misma manera que el experimento anterior (-70 a 50 mV
con pasos de 10 mV). Se observa que en potenciales negativos menores a -50
mV, la corriente es nula, después aumenta hasta que se invierte (Figura 19). Estos
cambios en la intensidad de la corriente se deben al bloqueo del canal por el Mg?*
en potenciales en el reposo (-70 mV). Cuando se realiza la curva | —-vs- V, se
observa un comportamiento no lineal debido al bloqueo (Figura 20).

B3 CORRIEMTE NMDA - [m) X
1 SALIR AUTORES  AYUDA

Tiempo: 16.28866
INMDA 1530775

Graficar (V-NMDA)

1.

_— R

REGRESAR
A MENU SALIR

Figura 19. Simulacion de experimento en presencia de Mg?'. La corriente
NMDA registrada muestra una asimetria entre los trazos generados en potenciales
negativos con respecto a los generados con potenciales positivos (mediante la
técnica de fijacion de voltaje).

B CURMA CORRIENTE -V/S- YOLTAIE —
SALIR AUTORES  AVUDA

<
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z
=
<]
>
=
b
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&

4324
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12561 °
15307 <

60.52
109.52 INMDA °

5093 pA

AEENNNENEERNE
EEEEENEEEEEEE

VOLTAJE (mV)

GRAFICAR EERRAR

Figura 20. Grafica corriente vs voltaje en presencia de Mg?". La corriente
NMDA se genero con voltaje de -70 a 50, en pasos de 10 (mV). En los recuadros

|

27



de lado izquierdo se ingresaron los datos experimentales. La curva muestra
claramente cémo la amplitud de la corriente disminuye debido al bloqueo por Mg?*.

Simulador de canal Unico

Para el simulador de registro de canal Gnico se disefié una interfaz que muestra en
un osciloscopio la apertura de canal y una gréfica para la curva corriente —vs-
voltaje.

Experimento 1: condiciones libre de Mg?*

El usuario ingresa el valor del voltaje fijado. Con los valores ingresados se puede
realizar el experimento para generar una curva | —vs- V. Se barren voltajes desde -
70 a -50 en pasos de 10 (mV). En el eje de las abscisas se muestra el valor
alcanzado para cada estimulo. En este simulador, la curva | —vs- V se genera
automaticamente: se traza un circulo en cada caso. Cada vez que se oprime el
boton «SIMULAR>> se muestra la apertura del canal. La figura 20, muestra la
simulacién de experimentos en ausencia de Mg?* (Figura 21).

£ SIMULADOR NMDA CANAL GNICO™ 9 S s (o 0 ]
SALIR AUTORES AYUDA

VOLTAJE (mV)

c“ggﬁﬁg i -70 a 50 (mVv) BORRAR

L BLOQUEAR
Mg2 CON 1 mM

REGRESAR A MENU | SALIR ‘

Figura 21. Experimentos en “patch clamp”. [Mg?*] = 0. La curva | -vs-V es
lineal. Obsérvese la duracién de la apertura del canal.

Experimento 2: presencia de Mg?*

La figura 22, muestra los resultados de los experimentos con la técnica de patch
clamp. Se realizé una curva | —vs- V. Se estimulé con valores de -70 a 50, en
pasos de 10 (mV). La curva resultante es no lineal debido al bloqueo del canal
NMDA por el Mg?*.
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SALR AUTORES AYUDA
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REGRESAR A MENU | SALIR |

Figura 22. Experimento en presencia de Mg?*. Se muestra una simulacién con 1
mM de Mg?* y un voltaje de estimulo de -70 mV. Se observa a los canales
cerrados.

Leccionario NMDA

El programa de computo interactivo cuenta con unos modulos de lecciones para
gue el usuario se introduzca en el tema. Una vez seleccionado el botén
<<Lecciones>> del menu principal, aparece la interfaz del menu de lecciones. En
su interior se muestra un esquema del receptor NMDA, el glutamato, una curva
corriente -vs-voltaje del NMDA y del AMPA, y unos trenes de potenciales de
accion (PA) que muestran como el NMDA aumenta la frecuencia de disparo. Estos
esquemas representan la parte estructural y electrofisiologica que se abordara en
las lecciones. Cada boton que se muestra permite acceder a la leccion
correspondiente (Figura 23).

ecenor vans| &ooéowea =1

Figura 23. Pantalla del menu principal del médulo de lecciones. Las lecciones
iniciales son: receptor NMDA, glutamato, plasticidad cerebral, Cinética del receptor
NMDA, patologias relacionadas con NMDAR.

29



Ejemplos de lecciones

Estructura del receptor NMDA

En esta leccion se esquematizan la estructura del NMDAR. Esta formado por dos
subunidades: NR1 y NR2, y cada subunidad tiene un dominio transmembranal
(TMD) formado por cuatro segmentos transmembranales (tres que atraviesan la
membrana y uno en forma semilunar que forma el poro del canal.) Cuenta con un
dominio intracelular donde se localiza el segmento carboxilo terminal. La parte
extracelular estq formada por dos dominios: (1) dominio amino terminal (ATD)
localizado en la parte més distal, es aqui donde el receptor es modulado por zinc,
(2) dominio de union a ligando (LBD), localizado entre ATD y TMD. Es este
dominio se encuentran los receptores para la union al neurotransmisor. En la
subunidad NR1, esté el receptor para glicina y en la subunidad NR2, el receptor
para el glutamato (Figura 24)

Dominios

|La estructura de NMDAR consta de proteinas
transmembranales compuestas por cuatro
subunidades que forman un poro del canal .
estas subunidades son: subunidad tipo 1
{NR1), subunidad tipo 2 (NR2) y la subunidad
tipo 3 (NR3) (Flores et al.. 2014) cada una
contiene propiedades fisiolégicas distintas y Ia
diversidad que se puede generar de las
posibles composiciones{combinaciones) del
receptor contribuye a la diferencias en la
biogénesis, el trafico. modificaciones
postraduccionales. distribucion celular y
propiedades biofisicas del receptor
{Salussolia et al.. 2011). Cada una de estas
subunidades esta organizada en cuatro
dominios semiauténomos discretos.

El Primero. de la parte extracelular a la
intracelular, se encuentra el dominio
extracelular con el amino terminal {ATD). en el

Subunidades

|
el - -~FreNd |
)

Figura 24. Interfaz de la leccion de la estructura del NMDAR. Del lado
izquierdo, se muestran los esquemas. En el recuadro de texto se explica cada una
de las estructuras. El boton “Subunidades”, permite el acceso a otra leccion donde
se abordan las diferentes subunidades, sus diversos ensamblajes proveen
funciones diferentes.
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Electrofisiologia del NMDAR

La estructura del NMDAR forma un canal por donde pasan de fuera a dentro iones
de sodio y de calcio; y de dentro afuera iones de potasio. Este canal se localiza en
la sinapsis glutamatérgica. Se han reportado también fuera de la sinapsis. El
neurotransmisor glutamato o su agonista NMDA, junto con la glicina activan el
canal. El registro electrofisiolégico describe una corriente entrante: se activa
rapidamente y se desensibiliza lentamente. En la neurona postsinptica se registra
un potencial sinaptico excitatorio. En presencia de Mg?* y en potenciales cercanos
al reposo el canal es bloqueado por este i6n. La figura 25, muestra una de las
lecciones relacionadas con este tema. En el lado izquierdo, se ilustra el NMDAR
en sus diferentes estados. Al lado y arriba, se presenta un trazo de la corriente
entrante, principalmente de Ca?*. Esta entrada de calcio esta implicada en LTP.
Una sobre excitacion produciria un incremento en la concentracion de calcio
intracelular ocasionando citotoxicidad. En la parte de abajo, se muestran los
registros del potencial sinaptico excitatorio: arriba, en presencia de Mg?*. Abajo, en
ausencia de Mg?*. En el lado derecho, se localiza el recuadro de texto que explica
las ilustraciones (figura 25).

El paso inicial para la activacion del receptor ~ ~
de glutamato es la unién del agonista. El
glutamato se libera de las vesiculas

presinapticas; en general la sefial
glutamatérgica esta compuesta por un

Disactivadion componente rapido donde los receptores
IAMPA proporcionan una rapida

despolarizacion en respuesta a [a liberacion
del neurotransmisor, lo que induce un alivio
parcial del blogue ?Mg?"(2+) y un componente
lento, protagonizado por los NMDA (Kampa et
al.. 2004; Popescu.,2009; Salazar,2010).
Una vez producido el componente rapido,
Con Mg producido por receptores no-NMDA, el L-
Glutamato se une en la hendidura central,
entre los I6bulos superior e inferior D1-D2 de
LBD. el cual se encuentra en la subunidad
NR2 ., mientras que la glicina se unea NR1o
NRS3. Esta union promueve un cambio
conformacional de D1-D2 , generando el cierre
de la hendidura del dominio LBD ,
posteriormente sucede una separaciones en
los 6bulos inferiores de este dominio .
afectando los enlazadores entre LBD-TMD
(S1-M1,M3-52,52-M4) , lo que finalmente lleva
ala reorientacion de la hélices v

Activacion

Desensibilizacion

Figura 25. Interfaz de la leccion de electrofisiologia. El registro superior
corresponde a la corriente entrante de Ca?', las flechas indican la activacion,
desensibilizacién y desactivacion relacionadas con los cambios conformacionales
del canal por la unién del ligando (Sobolevsky, 2015). Los botones respectivos
llevan a lecciones que profundizan estos cambios. Los trazos inferiores son
potenciales sinapticos excitatorios, que muestran como en presencia de Mg?* y a
potenciales de reposo la duracion del potencial decrece.
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Patologias relacionadas con NMDAR

La hiperactividad como la hipofunciéon del NMDAR puede contribuir a patologias
como Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia y enfermedad de Huntington.
Alteraciones en su presencia o en su funcion estan asociadas a enfermedades del
sistema nervioso central (SNC); son patologias provocadas por disfunciones
sinapticas, consideradas, actualmente, como muy importantes. Estas alteraciones
en el receptor pueden ser producto de la expresion de las subunidades, de
alteraciones en el trafico intracelular, e incluso de su localizacion. Por ejemplo, una
reducida actividad alteraria el balance excitacion-inhibicion en circuitos neuronales
gue afectan la funcién del SNC con una probable ocurrencia de esquizofrenia. Una
hiperfunciéon del NMDAR provocaria un influjp de Ca?* muy grande y ocasionaria
muerte celular. La figura 26, muestra la leccion de la asociacion de la actividad del
NMDAR con diferentes enfermedades. Las subunidades GIuUN2A forman canales
con una funcion normal. Las subunidades GIuUN2B contribuyen a la excitotoxicidad.

) o N I~ - : - - N
PatOl()}’]ah . 613( 1()ll<l(ldh La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastomo

con el NMDAR neurodegenerativo crénico, caracterizado por
sintomas motores y no motores. Las manifestaciones

m clinicas fipicas de la EP son [as alteraciones del
o F control motor, como temblor, rigidez musculary
erminal Terminal i iy y 2
dopaminergicas glutamateraica bradicinesia (movimientos no voluntarios) Ademas de
esto, se ha encontrado que existe una gran
cantidad de deficiencias neuropsiquiatricas no
motoras implicadas en la EP, como ansiedad, apatia,
disfuncion cognitiva y depresion que afectan la
calidad de vida de las personas que padecen esta
enfermedad.
La fisiopatologfa de Ia enfermedad de Parkinson (EP)
esta relacionada con una degeneracion generalizada
de Ias neuronas liberadoras de dopamina de I3
sustancia Nigra compacta (SNpc). La degeneracion
il d¢ 13 via dopaminergicas nigrostriatal conduce a
Bl cambios morfoldgicos y funcionales significativos en
=05 circuitos neuronales del estriado, incluidas las
modificaciones de Ia arquitectura sindptica
qlutamatérgica corticostriatal y la consiquiente
pérdida de la plasticidad sinaptica estriatal (Petralia et

Figura 26. Interfaz de la leccidon para patologias relacionadas con NMDA. Del
lado izquierdo, se muestra un esquema de dos terminales sinapticas: una activa
(glutamatérgica) liberando abundante glutamato y otra dopaminérgica, que deja de
liberar el neurotransmisor. EI mecanismo se refiere a las condiciones patoldgicas
encontradas en el Parkinson (Gardoni y Bellone, 2015). Del lado derecho, se
presenta un recuadro de texto explicativo.
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DISCUSION

El curso de biofisica de la Facultad de Biologia tiene dentro de su tematica el
estudio fisico y matemético de los canales dependientes de voltaje Na* y K*
presentes en el axon gigante de calamar. A partir de este tema, se aborda el
modelo desarrollado por Hodgkin y Huxley (1952). Sin embargo, por su extensién
y complejidad los canales idnicos propios de neuronas de sistema nervioso central
guedan fuera. Uno de ellos es el receptor NMDA. En el curso de neurobiologia se
toca el tema de plasticidad, donde se mencionan. La importancia de estos
receptores en la fisiolégica del SNC y su relacién con varias patologias motivaron
este trabajo. El desarrollo de los tres simuladores que conforman el programa
computacional presentado aqui, perite reproducir algunas caracteristicas
electrofisioldgicas del receptor NMDA. En esta primera version, se reprodujo el
efecto del NMDAR en la frecuencia de PA; el simulador de la corriente NMDA
permite construir una curva | —vs- V, y observar el bloqueo del canal por el Mg?*;
se agregd un algoritmo computacional para reproducir registros de canal unico.
Las lecciones que acompaifian al programa, permiten al usuario acercarse al tema.
Como perspectivas del trabajo, queda incluir la interaccion con glicina u otras
moléculas, el efecto de algunos moduladores descritos en la introduccion, el
desarrollo de curvas dosis respuesta y el uso de antagonistas; su interaccion con
AMPA y su relacién en una red neuronal.

CONCLUSION

El programa desarrollado es ejecutable en ambiente Windows desde XP a 10. No
se requiere otro programa para Su ejecucion, no es necesario contar con
conocimientos especiales de computacion. Al ser interactivo, el usuario puede
realizar multiples experimentos; modificar el valor de las diferentes variables y
observar su efecto. Este programa es una alternativa para el desarrollo de
experimentos virtuales en nivel licenciatura y los primeros afios de posgrado,
donde es imposible realizar practicas de laboratorio reales debido a los altos
costos de equipo especializado, reactivos y animales de experimentacion. Los
simuladores reproducen datos experimentales y puede ser utilizado como una
herramienta didactica de apoyo en los cursos. Sin embargo, es conveniente el
apoyo del profesor.
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ANEXO

Simulador 1: fijacion de corriente NMDA
Este simulador estd basado en el modelo matematico utilizado por Wandenberg
2010.

dv/dt = gyypa * INMDA] *p (V—Enupa)

Dénde:
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Inmpa= conductancia del NMDA

[NMDA]= concentracion del agonista NMDA
p = probabilidad de apertura del canal
Enxmpa= potencial de equilibrio del NMDA

Blogueo de Mg?*
dp/dt = a,«(1—p)—B,*p [2]
p = la fraccion de canales-NMDA en estado abierto

constante de velocidad para pasar de bloqueado a desbloqueado

ap =@, * e(V/aC) ]

constante de velocidad de bloqueo por magnecio

By = Bax[Mg] = eV/FO 4]

Simulador 2: fijacion de voltaje

Para la generacion de este simulador se hicieron modificaciones a diferentes
ecuaciones presentadas por Jack et al. (1975) para la corriente del receptor NMDA
y corriente sinaptica, ademas de la corriente sinaptica de Hugenard —McCormick,
1997.

Corriente NMDA

Inmpa (£) = Ggyn * (V= Enypa ) [5]

Donde

Conductancia NMDA

G =G " (t — tl/‘[) N el=t/T1_g=(t=/tty) % escalonx1 [9]
syn =max T, 1+factor1+[Mg]+e—factor2:V

Donde

Gmax = COnductancia maxima
T,= constante de tiempo 1
T,= constante de tiempo 2
t;=0ms
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tt;=2

Factor 1 =0.01

Factor 2 =0.1

Escalon = funcion escalén

Simulador 3: Apertura para un canal fijo

Este simulador se realiz6 basado en el experimento de Ascher et al., (1988). Se
uso un algoritmo aleatorizado para la apertura y duracion de apertura del canal. En
condiciones de 10 uM de NMDA y en presencia 6 ausencia de Mg?* (1 mM).
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