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1. Resumen

El hipocampo es una estructura localizada en la parte dorsal y septal del cerebro que se
extiende a lo largo del piso del cuarto ventriculo. Se divide en diferentes estratos dentro de
los cuales se encuentra la capa de células piramidales encargada del desarrollo de las
funciones hipocampales, como memoria, aprendizaje y percepcion del entorno. Para ello se
necesita de la comunicacion entre los subcampos CA1, CA2, CA3 y giro dentado mediante
las sinapsis excitadoras por medio del neurotransmisor glutamato y la unién con sus
receptores metabotrdpicos o inotrdpicos, no obstante el exceso de glutamato extracelular
también puede provocar efectos negativos por conducir a la formaciéon de un ambiente
neurotdxico, dentro de este orden de ideas, el trimetilestafio, un farmaco que causa
neurodegeneracion hipocampal, induce la liberacion de glutamato, modificando el
comportamiento fisiolégico de los receptores al mismo neurotransmisor, en el presente
proyecto se demuestra, en el modelo de neurodegeneracién en rata inducido por la
administracion de trimetilestafio, que aumenta la corriente idnica que permite el receptor
inotrdpico a glutamato tipo NMDA en células piramidales de los subcampos CA1 y CA3,
evaluado a través de una curva dosis-respuesta de NMDA en registros voltage clamp

modalidad célula completa.
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2. Antecedentes

2.1 Hipocampo
2.1.1 Generalidades y estructura del hipocampo.
En 1587 el anatomista Arantius adopté el término “hipocampo” (del griego “hipocampus”
que significa “caballo de mar”) para referirse al giro dentado, debido a que su forma
recuerda al animal del mismo nombre. Posteriormente, en 1742 Garengeot acufié el
término “Cornus Ammonis” que significa cuerno de Ammon (CA), para referirse a los
subcampos del hipocampo CA1, CA2 y CA3, haciendo referencia a la representacion, de un
dios egipcio, con la cabeza de un carnero (Ahmed y Mehta, 2009; Schultz y Engelhardt,
2014).
La formacién hipocampal es una estructura dentro del sistema nervioso central compuesta
por cuatro regiones principales: el giro dentado, el hipocampo propiamente dicho, el
complejo subicular y la corteza entorrinal. De las anteriores, el hipocampo, como
previamente se menciond, se subdivide a suvez en CA1, CA2 y CA3. Por su parte, el complejo
subicular se subdivide también, en subiculum, presubiculum y parasubiculum (Amaral y
Witter, 1989; Schultz y Engelhardt, 2014).
El hipocampo comienza en la parte dorsal y septal del cerebro, extendiéndose a lo largo del
piso del cuarto ventriculo en forma de media luna (Ahmed y Mehta, 2009). Durante el
desarrollo embrionario se localiza a nivel dorsal del tdlamo; posteriormente migra para
ubicarse desde los nucleos septales rostrodorsalmente hasta el Iébulo temporal
caudoventralmente (Giap et al., 2000; Amaral y Witter, 1989; Jung et al., 2010).
Por otro lado, el hipocampo presenta una citoarquitectura correspondiente a la
arquicorteza, por tal razdn, se evidencia que es una de las regiones filogenéticas mas
antiguas del cerebro humano; se estructura mediante una capa de células piramidales, una
capa molecular, y una capa polimdrfica (Schultz y Engelhardt, 2014). La capa de células
piramidales contiene los somas de dichas células. La capa molecular alberga las dendritas
apicales de las células piramidales y axones de otras fuentes. Por su parte, la capa
polimérfica se compone de interneuronas y células en cesta (Giap et al., 2000; Benavides-
Piccione et al.,, 2019; Schultz y Engelhardt, 2014). Se han descrito mediante cortes

histoldgicos en rata los estratos en los que se diferencia el hipocampo (figura 1).
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De este modo se identificd el estrato oriens (SO) ubicado entre el alveus (fibras eferentes
de neuronas piramidales) y la capa de células piramidales, caracterizado por contener las
dendritas basales ramificadas de neuronas piramidales e interneuronas. De manera
andloga, la region interna hacia la fisura del hipocampo se divide en estrato lucido (SL),
estrato radiado (SR) y estrato lacunoso molecular (SLM). Al respecto, las dendritas apicales
de las células piramidales forman el SR; SLM alberga las ramas terminales de dichas
dendritas, y el SL es una ruta de comunicacion mediante fibras musgosas para formar

sinapsis con células piramidales por encima de las neuronas de CA3. Es importante sefialar

. R N : : &0
SRR NI, Z N R R A e Y R S A N A T AR 200

Figura 1. Corte histoldgico de cerebro de rata donde se muestran el estrato oriens (SO),
estrato piramidal (SP), estrato lucido (SL), estrato radiado (SR), estrado lacunoso-molecular

(SLM), y giro dentado. Imagen extraida de Wheeler et al., 2015.

En relacién con los subcampos del hipocampo, la capa de neuronas piramidales de CA1l
(Figura 2) es mas densa en monos y en humanos a comparacién de roedores. Por
consiguiente, se ha planteado una posible subdivisién en una capa de neuronas piramidales
interna y otra capa externa en humanos. Desde una perspectiva general, se ha propuesto
mediante estudios estereoldgicos que el nimero total de neuronas en CA1l es 14x10°
(Schultz y Engelhardt, 2014).

Para finalizar las generalidades, el principal neurotransmisor aferente al hipocampo es el
glutamato, donde se une tanto a receptores de glutamato ionotrdépicos (iGIuRs) como
metabotrdpicos (mGIluRs). Ademads, se ha demostrado la entrada a la formacidn hipocampal

de aferencias colinérgicas provenientes del septum. De tal manera que todas las aferencias
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son excitadoras. No obstante, se han reconocido gran cantidad de interneuronas
inhibitorias dentro del hipocampo para modular la actividad excitadora aferente (Giap et

al., 2000; Benavides-Piccione et al., 2019).

Hipocampo
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Figura 2. Cortes coronales de cerebro de rata junto con expansion de la imagen en
hipocampo y capas de neuronas piramidales de los subcampos CA1 y CA3. Imagen

modificada de Benavides-Piccione et al., 2019.

2.1.2Funcion del hipocampo

La funcién del hipocampo ha sido estudiada a lo largo de los afios y no se ha esclarecido una
contribucién Unica de esta regidn del encéfalo, no obstante, miultiples investigaciones
contindan aportando conocimiento e informacién acerca de las funciones en las cuales
participa el hipocampo. Los estudios sobre la funcién de esta area se han centrado en su
participacién en funciones cognitivas como la memoria, la atencién y la percepciéon (Hongo
et al., 2015; Aly y Ranganath, 2018). Asimismo, se ha relacionado con las fases iniciales de
formacién de la memoria semantica (Aly y Ranganath, 2018).

Desde las primeras evidencias de lesidon en hipocampo se ha podido mostrar que el daino de
esta drea produce un déficit de memoria autobiografica y deficiencias en la memoria
espacial, ademas de pérdida de memoria en sucesos proximos con conservacién de la
memoria de sucesos distantes (Olafsdéttir et al., 2018). Del mismo modo, se ha relacionado

al hipocampo y a la corteza del Iébulo temporal con la memoria declarativa (Aly y
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Ranganath, 2018).

De manera analoga, Miller y colaboradores (2020) hacen la mencidn en sus investigaciones
de que los subcampos CA1l y CA3, en roedores, almacenan y recuperan recuerdos de
situaciones aversivas contextuales recientes; no obstante, los recuerdos a largo plazo
dependen de CA1, pero no de CA3. De forma semejante, la lesion de CA1 en humanos se
asocia con amnesia global transitoria, lo que limita la recuperacién autobiografica remota y
proxima. En el mismo trabajo, Miller y colaboradores demostraron, también en humanos,
que el dafio especifico en el subcampo CA3 de hipocampo muestran una pérdida de detalles
internos episédicos recientes, mientras que los detalles semanticos personales no
presentaban alteraciones en recuerdos recientes ni en recuerdos remotos. Para sintetizar
la informacién anterior, es probable que CA3 participe en el almacenamiento y recuperacién
de recuerdos episddicos recientes.

Por otro lado, es importante mencionar que una caracteristica diferencial del hipocampo,
con respecto a otras regiones del encéfalo, es su maleabilidad, lo que le permite participar
en funciones cognitivas diferentes entre si, relacionadas mediante circuitos neuronales
funcionales capaces de codificar la informacién e integrarla junto con otras regiones del
sistema limbico, posteriormente dicha informacion se consolida en la corteza cerebral tras
su reactivacién en condiciones de minimas entradas sensoriales (Aly y Ranganath, 2018;
Olafsdéttir et al., 2018).

Asi mismo, estudios experimentales en modelos animales propuestos desde 1971,
demostraron la presencia de neuronas piramidales dentro de hipocampo, que aumentan su
activacion cuando la rata se situa en lugares especificos. Estas neuronas, presentes en
corteza entorrinal y CA1, fueron nombradas “células de lugar” (Moser et al., 2015; Whitlock
y Derdikman, 2012). Posteriormente, se realizaron estudios que sugieren la presencia de
neuronas que responden a direcciones especificas independientemente de la ubicacién
(células de direccién de la cabeza), a los bordes dentro de un plano (células de borde), a la
posicién dentro de un mapa espacial cuadricular (células de rejilla), a estimulos olfativos, a
entradas tactiles y de sincronizacidn. Estos tipos celulares se activan en conjunto con las
células de lugar en un determinado ambiente, lo cual sugiere que la codificacion de la

informacién del lugar se presenta en combinacidn con otras entradas sensoriales y converge
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la informacién en hipocampo, formando un mapa cognitivo junto con otras regiones del
sistema limbico (Moser et al., 2015; Okada et al., 2017; Whitlock y Derdikman, 2012; Poucet
et al., 2015). Ademas, la evidencia sugiere que las células de lugar son capaces de codificar
y reestructurar las representaciones espaciales de un lugar especifico por una situacion
aversiva, es decir, la conectividad entre microcircuitos de hipocampo se puede modificar
ante informacién proveniente del exterior (Okada et al., 2017). Por tanto, con estas
evidencias, se demuestra que la funcién principal de CA1, la localizacién espacial, es un
sistema pldstico sujeto a modificaciones en las propiedades electrofisioldgicas de las
neuronas piramidales de CA1 y corteza entorrinal, razén por la cual las lesiones en los
subcampos del hipocampo pueden conducir a reestructuraciones y mostrar signos clinicos
caracteristicos y diferenciales entre si, como amnesia retrograda o anterdgrada, ante
patologias o traumatismos en el hipocampo (Whitlock y Derdikman, 2012).

Lo anterior se evidencia en el modelo de neurodegeneracion inducido por la administracion
de trimetilestafo, ya que se ha reportado que provoca degeneracidén neuronal selectiva en
sistema limbico, particularmente en las neuronas piramidales del hipocampo,
desencadenando desorientacién, confusion, déficits de memoria, agresividad vy
convulsiones, observado en roedores tras la administracion experimental y en humanos
intoxicados con estos compuestos (Mignini et al., 2012). Aunado a lo anterior, se han
reportado problemas en la retencién de memoria (evaluada en el laberinto acudtico de
Morris) en ratas expuestas a una dosis de 9 mg/kg, administrado via oral, de trimetilestafio
(Ishida et al., 1997). Ademas, en el laberinto radial y la prueba de evitacién pasiva, se ve
afectada la creacién de memorias de trabajo y de referencia, aumenta la actividad
locomotora y se ve interrumpido el autoaseo (Mignini et al., 2012; Ishida et al., 1997). De
manera similar, se reportd que la obesidad en un modelo en rata disminuye el nimero
promedio de neuronas en CAl y CA3, lo cual se correlaciona con un mayor niumero de
errores en la prueba de laberinto radial, es decir, se evidencia deterioro cognitivo en la
obesidad tras la muerte neuronal (Prabhu et al., 2020).

Como conclusién de este apartado, el desempeiio de conductas dependientes de
hipocampo se ve afectado por la muerte de neuronas piramidales de los subcampos de la

misma drea provocando déficits cognitivos, particularmente en pruebas de memoria y
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aprendizaje evaluadas en roedores (Mignini et al., 2012; Ishida et al., 1997; Prabhu et al.,
2020).

2.1.3 Microcircuitos y tipos neuronales del hipocampo

Estudiar la comunicacién entre regiones del sistema nervioso central permite entender
como se procesa la informacién, ademas de proponer soluciones alternativas a las lesiones
mediante reconexién entre los subcampos perilesionados y fomentar la recuperacidn
funcional (Liang et al., 2020). Por lo que se refiere al hipocampo, este se encuentra
interconectado por cuatro rutas principales, la ruta perforante, la ruta temporoamonica, la
via de fibras musgosas vy la via de las colaterales de Shaffer. Para entender la dos primeras
rutas es necesario puntualizar que la corteza entorrinal (EC) emite la principal ruta de
aferencias al hipocampo. De este modo la capa Il de la corteza entorrinal hace sinapsis con
la capa molecular externa y media del giro dentado (GD), formando asi la ruta perforante.
De manera andloga, la ruta temporoamonica se origina en la capa lll de la corteza entorrinal
y llega a las dendritas distales de CA1 en el estrato lacunoso molecular (Coulter et al., 2011).
Por otra parte, la via de fibras musgosas se origina en las proyecciones de las neuronas

granulosas del giro dentado dirigiéndose hacia las neuronas piramidales del subcampo CA3.

Corteza
entorrinal

lateral (ECL)

Figura 3. Proyecciones neuronales de la EC hacia los subcampos CA1 y C3. La ECM manda
eferencias hacia CA1 proximal, esta a su vez se comunica con CA3 distal para después hacer
sinapsis en la “hoja cerrada” de GD (lineas verdes). Por parte, la ECL se proyecta a CA1
distal, el flujo anatdmico sigue con la sinapsis entre CA1 distal y CA3 proximal, culmina con
la comunicacion de CA3 proximal con la “hoja expuesta” de GD (lineas rojas). Imagen

modificada de Beer et al., 2018.
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Finalmente, la via de las “colaterales de Schaffer” se refiere a la comunicacion entre las
neuronas piramidales de CA3 y las espinas dendriticas de CA1 en el estrato radiado y el
estrato oriens. Es importante destacar que CA3 representa la mayor fuente de excitacién
glutamatérgica en CA1, formando alrededor de 30,000 sinapsis (Amaral y Witter, 1989;

Coulter et al., 2011; Miunster-Wandowski et al., 2013).

Ruta

EC pa— . Subiculo

Figura 4. Rutas de comunicacion de la formacion hipocampal: La ruta perforante (lineas
rojas) que corresponde a la comunicacion entre EC con GD y CA3. La ruta temporoamonica
(lineas verdes) se origina en la EC y termina en CA1. El GD a través de la via de las fibras
musgosas (linea azul) se comunica a su vez con CA3, la cual posteriormente se dirige hacia
CA1 por la via de los colaterales de Shaffer (lineas rosas). Por su parte CA1 se dirige tanto al
subiculo como a la EC capa IV y V (lineas negras) la cual de manera alterna recibe

informacion del subiculo mismo (lineas amarillas). Imagen modificada de Coulter et al.,

Con respecto a la corteza entorrinal, estd se divide en corteza entorrinal medial (ECM) y
corteza entorrinal lateral (ECL) encargadas de procesar informacion espacial y no espacial,
respectivamente (Ahmed y Mehta, 2009). La parte distal de CA1 recibe aferencias tanto de
ECL como de la regién proximal de CA3. Mientras que la parte proximal de CA1 hace sinapsis
con neuronas de ECM, asi como de CA3 distal. Por otro lado, la parte distal de CA3 recibe
aferencias de diferentes regiones del giro dentado relacionada con la codificacion de

informacién espacial (Figura 3). En cambio, la regién proximal de CA3 recibe menor cantidad
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de aferencias de giro dentado y de la ECL encargado del procesamiento de informacién no
espacial (Beeretal., 2018; Hongo et al., 2015). Esta informacion permite concluir que existen
circuitos dentro de hipocampo que codifican informacién espacial y no espacial mediante
diferentes subredes neuronales, de manera que la alteracién en los subcampos de CAly
CA3 mostrara signos y sintomas diferentes dependiendo el area puntual de la lesién, es decir
una lesién en la region distal de CA1 y CA3 proximal (hipocampo anterior) afecta el
procesamiento de informacién preferentemente no espacial, mientras la lesién en la region
proximal de CA1y CA3 distal (hipocampo posterior) afecta el procesamiento de informacion
preferentemente espacial (Beer et al., 2018; Hongo et al., 2015). Por otra parte, en la
formacién hipocampal se han reconocido tres asas de retroalimentacidon excitatorias
primarias (figura 4), debido a que la misma corteza entorrinal funciona como diana para las
eferencias que emite el subiculo (Coulter et al., 2011).

En primer lugar, el asa larga, que involucra el flujo de informacién de EC a GD por la via
perforante, de alli a CA3 (con flujo de informacién por las fibras musgosas); mediante los
colaterales de Shaffer llega a CAl, esté emite eferencias por el subiculo y regresa la
informacién a EC. En segundo lugar, el asa de longitud intermedia se compone de
proyecciones de EC a CA2, luego la informacidn llega al subcampo CA1, emite eferencias por
subiculo y de nuevo va a EC. Por ultimo, el asa mas corta corresponde a la comunicacion
directa entre EC a CA1 por la via temporoamonica, se proyecta desde el subiculo y regresa
a EC (Coulter et al., 2011).

Aunado a lo anterior, se demostrd que ciertos tipos de interneuronas dentro del estrato
oriens-lacunoso molecular (células gabaérgicas en la capa mas externa del hipocampo, con
proyecciones perpendiculares al SLM), inhiben a las células piramidales en las dendritas
apicales distales, lo que permite el control de las aferencias excitadoras de la EC a CAl (Ledo
et al., 2012). Asi mismo, las interneuronas del estrato oriens-lacunoso molecular inhiben a
las interneuronas en el SR que hacen sinapsis en los colaterales de Schaffer, de este modo
permite la excitabilidad de CA3 (Ledo et al., 2012).

Por otro lado, los estudios de Liang y colaboradores (2020), demuestran que los subcampos
CA3 y CA1l en ratas, se conectan con talamo dorsal, corteza parietal posterior, corteza

retroesplenial, corteza prefrontal, orbitofrontal, prelimbica e infralimbica, asi como corteza
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del cingulo anterior, y cortezas de asociacion temporal y auditiva. De manera semejante,
reportaron que las ratas envejecidas presentan una conectividad similar, aunque menos
extensa, principalmente se modifica la conectividad funcional de CA3 y CA1 en dichas ratas.
Ademas, evidenciaron que la degeneracién tanto en la comunicacién entre CA3 del
hemisferio izquierdo con el hipocampo ventral y dorsal, la corteza de asociacion temporal
izquierda y dreas parietales posteriores, como el microcircuito CAl-corteza prefrontal
infralimbica, se asocia con un deterioro en la memoria relacionado con la edad. De manera
similar, la eliminacion de las aferencias desde CA3 a CA1l en ratas, muestra una memoria
espacial deteriorada, aunque no se perdié en su totalidad, lo que sugiere la necesidad de
aferencias de CA3 y EC hacia CA1 para el aprendizaje espacial y la memoria (Ahmed y Mehta,

2009).

2.2 Neurotransmisiéon glutamatérgica

2.2.1 El neurotransmisor glutamato

El funcionamiento cerebral depende principalmente de la comunicacion neuronal, donde el
glutamato es el principal mediador de las sefales excitadoras del sistema nervioso central
con participacion en funciones como la transmisiéon sindptica, migracién neuronal,
excitabilidad, plasticidad, potenciacion a largo plazo, depresidn a largo plazo, e incluso en
procesos como la excitotoxicidad (Moretto et al., 2018; Zhou y Danbolt, 2014). Cabe sefialar
que, los efectos que tiene en la célula no dependen de la naturaleza quimica del glutamato,
por el contrario, depende de cédmo las células estan programadas para responder al estar
expuestas a él, es decir, el efecto que se observa en las células se determina por la activacion
del receptor al que se une, modulando una respuesta celular especifica a consecuencia del
cambio conformacional observado en la proteina receptora (Zhou y Danbolt, 2014).

El glutamato citoplasmatico es sintetizado a partir de los precursores glutamina y a-
cetoglutarato, dicho neurotransmisor se empaqueta en vesiculas, a través de los
transportadores VGLUT (transportador de glutamato vesicular), para su posterior liberacion
hacia la hendidura sinaptica mediante exocitosis. Se ha determinado que la concentracién
vesicular de glutamato es aproximadamente 100 mmol/L, mientras que la concentracion
extracelularin vivo en reposo es de 0.6 UM, la cual aumenta durante la transmision sinaptica

a mas de 10 uM en sitios extracelulares (Minster-Wandowski et al., 2013; Hynd et al.,
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2004). Unavez en la hendidura sinaptica se une a sus receptores postsinapticos induciendo
cambios conformacionales que resultan en la apertura de canales idnicos, en el caso de los
iGIuR o la activacidn de rutas de sefalizacion intracelular mediante la activacién de mGIuR
(Lussier et al., 2015). Posteriormente se elimina de la hendidura por recaptura mediante
transporte activo hacia la neurona presinaptica, por transportadores transportador de
aminoacidos excitadores 4y 5 (EAAT4 y EAATS), y células gliales, o por medio de inactivacion
enzimatica (Minster-Wandowski et al., 2013).

Con referencia a sus receptores, se ha identificado que el glutamato actlia a través de dos
clases de receptores, los iGIUR que corresponden a receptores inotrdpicos activados por
ligando los cuales permiten el flujo de iones a través de la membrana plasmatica. Se
reconocen tres receptores especificos AMPA, NMDA y kainato (Zhou y Danbolt, 2014;
Salinska et al., 2005) y los mGIuR, receptores con siete dominios transmembranales que
tienen como funcién desencadenar cascadas de seializacidn para regular el metabolismo
intracelular. Los mGIluR son ocho tipos diferentes (mGIuR1-8) que se subdividen en tres
grupos de acuerdo a los mecanismos de transduccién de sefiales, sensibilidad farmacoldgica
y secuencia de aminodcidos. Los receptores que conforman el grupo | (mGIluR1 y mGIuR5),
se encuentran acoplados a la hidrolisis de fosfoinositido mediado por fosfolipasa C y el
grupo Il (mGIuR2 y mGIluR3) junto con el grupo Il (mGIuR4, 6, 7 y 8) se encuentran acoplados
a la inhibiciéon de la adenilato ciclasa o vinculados a canales iénicos (Hynd et al., 2004;
Salinska et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, el glutamato juega un papel importante en procesos de
plasticidad como la potenciacidn a largo plazo y la depresion a largo plazo. Procesos de
particular importancia en hipocampo para el cumplimiento de funciones cognitivas como la
memoria y el aprendizaje. Dentro del hipocampo, las neuronas piramidales se comunican
por sinapsis glutamatérgicas formando la “via trisindptica”, que involucra a la via perforante,
las fibras musgosas, y los colaterales de Shaffer antes descritas (Miinster-Wandowski et al.,
2013).

Con respecto a las sinapsis de los subcampos hipocampales, se han reconocido dos tipos de
sinapsis glutamatérgicas en CAl: perforadas y no perforadas. Donde las sinapsis perforadas

tienen mayor nimero de receptores AMPA, alcanzando una expresién maxima en SR, y una

15



Neuromodulacion

expresion minima en el SLM. Para que la activacion proveniente de la EC llegue al soma de
las neuronas en CA1 se necesita de la coactivacién de las entradas de CA3, esto permite
desencadenar un potencial de accion somatico proveniente de las aferencias de EC. De
manera que una lesién en CA3 se esperaria que provoque una disminucidn en la frecuencia
de disparo de CA1, modificando su comportamiento electrofisioldgico, sin embargo, se ha
demostrado que la desaferenciacién desencadena hiperexcitacion (Ahmed y Mehta, 2009;
Cai et al., 2007).

Se debe agregar que, la excitabilidad y liberacidn de glutamato en hipocampo, asi como en
otras sinapsis glutamatérgicas, debe ser regulada y controlada para el correcto
funcionamiento neuronal debido a la continua liberacién del neurotransmisor en las
sinapsis, por lo que, si se inhibe la recaptura de este neurotransmisor se conducird a su
acumulacién en cuestion de segundos, provocando un ambiente de sobreactividad de las
neuronas a causa de éste neurotransmisor que puede llevar a el dafio celular o incluso la
muerte (Zhou y Danbolt, 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha observado que las lesiones cerebrales inician
tardiamente un periodo de hiperexitabilidad aberrante simultdneamente con la primera
evidencia de recuperacién, dicho aumento de la actividad neuronal involucra epilepsia
postraumatica, sindrome de dolor central y espasticidad (Cai et al., 2007). Dicho proceso se
encuentra mediado tanto por la modificacién en el tiempo de apertura del receptor a
glutamato tipo NMDA, como por el aumento en la liberacion de glutamato alrededor de 350

veces, en hipocampo y la corteza cerebral (Patterson, 1996).

2.2.2 Receptor ionotroépico a glutamato de tipo NMDA

Los receptores inotrépicos de glutamato son proteinas de la membrana plasmatica ancladas
mediante complejos tetraméricos, de mas de 900 aminodcidos, dichas subunidades forman
un poro central que va a permitir el paso de los iones. Los receptores inotrdpicos de
glutamato se agrupan en tres clases de acuerdo a la farmacologia y sus diferencias
estructurales, incluye los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropidonico (AMPA) y receptores a kainato (Zhou y Danbolt, 2014; Traynelis
et al., 2010; Giap et al., 2000; Benavides-Piccione et al., 2019). Los receptores NMDA
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permiten el flujo de Ca?*, Na* y K*, mientras que los receptores AMPA y kainato permiten
preferencialmente la entrada de Na* y K*, cabe aclarar que los receptores AMPA pueden
permitir la entrada de CA?* dependiendo de las subunidades que lo conformen (Greger y
Mayer, 2019). La similitud en la secuencia de los cuatro tipos de receptores sugiere que
comparten una arquitectura similar a pesar de sus diferencias en la probabilidad maxima de
apertura, tasas de activacion y desensibilizacién (Mayer, 2017). En términos generales se
han identificado cuatro dominios compartidos (Figura 5): dominio amino terminal de 380
residuos (ATD), dominio de union a ligando extracelular de 250 residuos (LBD), dominio
transmembrana (TMD) y el dominio carboxilo terminal intracelular (CTD). Ademas, se ha
reconocido que el poro central se forma por tres a-hélices que atraviesan la membrana (M1,
M2 y M3), con una hélice corta (M2; Traynelis et al., 2010).

En lo que respecta a las subunidades de cada receptor, para el caso del receptor NMDA
GluN1, GIuN2A-GIuN2D, GIuN3A y GIuN3B; para el receptor AMPA GIuAl1-GluA4, y
finalmente GluK1-GluK5 como subunidades para el receptor de kainato (Traynelis et al.,
2010; Mayer, 2017).

Una caracteristica mas del receptor de glutamato activado por NMDA, es su dependencia
de un co-activador para la completa apertura del canal. Hasta el momento sus posibles co-
activadores identificados son la glicina y la D-serina. De manera particular, los receptores
NMDA funcionales necesitan el ensamblaje de dos subunidades GluN1 y dos subunidades
GluN2 o mediante la integracidon de dos subunidades GIuN1, una subunidad GIuN2 y una
GluN3. Donde la subunidad GluN1 y GIuN3 proporcionan el sitio de unién a glicina, mientras
qgue las subunidades GIuN2 lo hacen para glutamato (Traynelis et al., 2010). Ademas, la
union de las subunidades GIuN1 y GIuN2 forman un sitio de unién a magnesio, el cual
bloquea el canal de manera voltaje dependiente (Kohr, 2006).

Con respecto a la regulacidon postraduccional de los receptores inotrdpicos a glutamato tipo
NMDA, se he sugerido que es critica para el desarrollo del sistema nervioso, la memoriay
el aprendizaje, asi como para la regulacién de procesos patoldgicos como la excitotoxicidad,
siendo la fosforilacion uno de los mecanismos principales para regular su actividad vy
expresion en la membrana (Greger y Mayer, 2019; Wang et al., 2003). En este sentido la

proteina serina-treonina cinasa (Cdk5), activada previamente por su asociacién con la
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proteina p35 o su forma truncada p25 (nociva para el cerebro), es capaz de fosforilar a la
subunidad GIuN2A del receptor NMDA en la serina 1232 (Ser1232), en las neuronas
piramidales de CA1, aumentando la amplitud del pico de la corriente idnica, en un modelo
en rata sometidas a isquemia cerebral transitoria, resultando en muerte de las neuronas
piramidales de CA1 después de la isquemia (Wang et al., 2003). De manera andloga, se ha
mostrado que Cdk5 fosforila la serina-1116 ubicada en el carboxilo terminal de GIuN2B para
disminuir la expresién en la superficie de NMDA de manera dependiente de la actividad
(Lussier et al., 2015).

Por su parte, la fosforilacion de la Tyr-1472 de la subunidad GIuN2B, por la cinasa Fyn/Src,
impide la unién de AP-2, un paso requerido para la internalizacién de GIuN2B, de modo que
aumenta la expresidn superficial de NMDA al interrumpir la endocitosis. Contrario a lo que
ocurre con la fosforilacion de Ser-1480, por la caseina cinasa-2 (CK2), la cual promueve la
disminucion de la fosforilacion en Tyr-1472, por ende, promueve la internalizacién del
receptor. Finalmente, la fosforilacién en Ser-1303 por CaMKII/PKC promueve el acople de
GIuN2B con CK2 y esto conduce a la fosforilacién de Ser-1480 y la consecuente

internalizacion del receptor (Lussier et al., 2015).
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Figura 5. Estructura genefdl de los r‘eceptore's inotrdpicos a glutamato donde

se muestra el dominio amino terminal ATD, el dominio de union a ligandos
extracelulares LBD, el dominio transmembrana TMD y los residuos de union

entre dominios. Imagen extraida de Mayer, 2017.
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Por otro lado, la fosforilacion dependiente de PKC (en Ser-896) y PKA (Ser-897) de GluN1
promueve la movilizacién del receptor del reticulo endopldsmico a la membrana plasmatica.
Por tanto, las modificaciones postraduccionales, principalmente la fosforilacién, regulan el
trafico y la expresién en la membrana de las subunidades del receptor NMDA, dicha
coordinacidn se puede alterar ante patologias como la isquemia donde se produce un
ambiente excitotdxico que modifica la actividad de ciertas cinasas y puede conducir a la

muerte neuronal (Lussier et al., 2015).

2.2.3 Participacién de glutamato en excitotoxicidad

La excitotoxicidad es el proceso por el cual se desencadena muerte neuronal a causa de las
acciones toxicas de los aminodcidos excitadores. Se ha sugerido que la excitotoxicidad tiene
un papel importante en la muerte neuronal desarrollada en las enfermedades
neurodegenerativas, un grupo heterogéneo de patologias diferentes en la clinica y en su
etiologia genética (incluye esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y otras mas), afectando funciones
cognitivas como la memoria y el aprendizaje (Dong et al., 2009; Wang y Reddy, 2017). Se ha
asociado particularmente al glutamato con estos procesos patolégicos, ya que es el principal
neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central en condiciones fisiolégicas. Sus
acciones toxicas provienen de la exposicion prolongada de las neuronas al neurotransmisor
y las corrientes idnicas que desencadena o por el aumento en la concentracién del
glutamato, lo cual conduce a la hiperactividad y al dafio neuronal (Dong et al., 2009; Wang
y Reddy, 2017; Salinska et al., 2005). Los efectos excitotéxicos del glutamato dependen de
dos procesos principales: el primero consiste en el flujo excesivo de los iones sodio y cloro
gue acarrean agua, como resultado de la sobreactivacion de los receptores inotrépicos a
glutamato AMPA, kainato y por los receptores de sodio voltaje dependientes, conduciendo
a la hinchazén de la neurona y posteriormente a la muerte celular (Salinska et al., 2005), sin
embargo los cambios morfolégicos en las neuronas expuestas a agonistas de receptores
AMPA/kainato muestran un pericarion reducido y oscuro, junto con grupos de cromatina
redonda correspondientes a reminiscencias de cambios apoptéticos (Portera-Cailliau et al.,

1997). El segundo mecanismo consiste en la activacion continua y prolongada de los
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receptores inotrépicos de glutamato tipo NMDA (NMDAR), particularmente los que se
componen de las subunidades GIuN1 y GIuN2B, provocando aumentos en la concentracion
de calcio intracelular, consecuentemente se desencadena la actividad enzimatica que
eventualmente conduce a apoptosis o necrosis, mediante procesos como activacion de
caspasas, despolarizacién de la membrana mitocondrial, produccidon de radicales libres,
especies reactivas de oxigeno y produccién de especies reactivas de nitrégeno (Dong et al.,
2009; Salinska et al., 2005). En otro estudio se demostré que al sobreactivar los receptores
NMDA los cambios morfoldgicos neuronales fueron inflamacién vy lisis, lo que corresponde
con el desarrollo de un proceso necrético (Portera-Cailliau et al., 1997).

Dado que el exceso de glutamato extracelular es una de las causas principales de la
excitotoxicidad, conviene sefialar que uno de los mecanismos importantes para el aumento
de su concentracién es la hiperactividad neuronal. Las evidencias en la bibliografia reportan
que la transeccién en los colaterales de Shaffer causa hiperexitabilidad, dos semanas
después de la lesion en CA1l, condicién dependiente del medio extracelular para la
visualizacién de efecto, observado en tres ambientes diferentes: aumentando |la
concentracién extracelular de potasio de 4 mM a 8 mM, eliminando el magnesio de la
solucién extracelular, y aplicando 1 uM de metocloruro de bicucullina (un antagonista de
los receptores GABAA). Asi mismo, se ha evidenciado que la hiperexitabilidad no es producto
de la muerte selectiva de neuronas GABAérgicas, pues la denervacidn no provocé efectos
importantes sobre la inhibicién GABAérgica (Dinocourt et al., 2011). Por lo que la alteracidn
en los niveles de glutamato, la regulacién positiva de canales de sodio, calcio y potasio junto
con cambios en la resistencia de entrada, se relacionan directamente con la
hiperexcitabilidad (Cai et al., 2007). De manera semejante se han observado
reorganizaciones en los microcircuitos y alteraciones en la comunicacién neuronal como
resultado de la hiperexcitabilidad (Cai et al., 2007). Estos resultados se respaldan en el
modelo de neurodegeneracién por la administracion de trimetilestafo, donde un signo
caracteristico del proceso de intoxicacidén son las convulsiones, probablemente mediadas
por la hiperexitabilidad de las neuronas sobrevivientes a la muerte neuronal crénica que
provoca el farmaco en los subcampos CA3 y CA1 en rata (Mignini et al., 2012).

Ademads, hay que mencionar que, la desaferenciacién parcial crénica conduce a una
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prolongacion de los potenciales postsinapticos excitatorios provocados por fuerte
estimulacion eléctrica, esto a consecuencia de una regulacién a la baja de la funcién del
canal de K* activado por Ca?* tipo SK y por el aumento en el tiempo que permanecen
abiertos los receptores de glutamato tipo NMDA, lo cual promueve un aumento en la
entrada de Ca?* (Cai et al., 2007).

De manera que, lo reportado en la bibliografia demuestra la participacién importante del
glutamato en procesos de hiperexcitabilidad como resultado de la lesion vy/o
desaferenciacidon en los subcampos CA1 y CA3. Para finalizar la idea, las evidencias
anteriores llevan a pensar en una posible modificacidn de las corrientes idnicas que permite
el receptor de glutamato tipo NMDA y cambios en la concentracidn de calcio intracelular en
el modelo de neurodegeneracion inducido por la administracidon de trimetilestaiio, ya que
dicho farmaco promueve la muerte neuronal en CA1 y CA3 (Cai et al., 2007; Dinocourt et
al., 2011; Mignini et al., 2012).

Con el fin de resumir los mecanismos de excitotoxicidad antes mencionados, el proceso
inicia con el aumento de la concentracién de glutamato extracelular por su excesiva
liberacion o por su reducida recaptura, conduciendo a la activacion de los receptores iGIuR
y mGIuR, provocando el aumento en el flujo de calcio y liberando calcio del reticulo
endoplasmico (a través del aumento de la concentracién de IP3), respectivamente. Como
resultado la mitocondria censa dicho aumento en la concentracidn de calcio intracelular y
se desencadenan los mecanismos de apoptosis, ademas se activan proteasas apoptodticas
como la calpaina y/o calcineurina (Mahmoud et al., 2019; Fricker et al., 2018).

Por otro lado, la estimulacién excesiva del receptor inotrdopico a glutamato NMDA
desencadena la entrada de iones y agua a las neuronas por osmosis lo que provoca la
ruptura de la membrana, este mecanismo causa dafo neuronal de manera aguda, es decir
ocurre en instantes después de la causa del ambiente excitotoxico (Mahmoud et al., 2019).
Finalmente, el estrés oxidativo es otro mecanismo que participa en la muerte neuronal
inducida por la excitotoxicidad, debido al aumento en la produccién de especies reactivas
de oxigeno, particularmente los radicales superdxidos (Oz’) e hidroxilo (OH’), lo cual se
asocia con mecanismos antioxidantes reducidos en enfermedades neurodegenerativas. Por

su parte, el calcio también es capaz de activar a la enzima éxido nitrico sintetasa (NOS), que
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produce oxido nitrico, este a su vez puede combinarse con Oy y produce peroxinitrito
(OONO). Estas moléculas provocan dafo en las proteinas intracelulares, lipidos y acidos
nucleicos que llevan a desencadenar mecanismos apoptdéticos (Mahmoud et al., 2019;

Zhang et al., 2006).

2.3 Modelo de neurodegeneracion en edad adulta por trimetilestafio

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por producir pérdida progresiva
crénica de materia gris, afectando las funciones neuronales, con la consecuente disfuncién
cognitiva y motora, esto se debe a la acumulaciéon de proteinas con caracteristicas
fisicoquimicas alteradas, desregulacion energética, perdida de homeostasis idnica, cambios
metabdlicos y neuroinflamacién (Kovacs, 2018). Dentro de las enfermedades
neurodegenerativas se encuentra la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la esclerosis multiple y la esclerosis lateral amiotréfica (Wajda et al., 2016; Chen
et al., 2016). Una de las causas principales de la perdida de homeostasis idnica, es el
glutamato ya que juega el papel principal para desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, mediante desbalance de calcio intracelular, aumento del estrés
oxidativo, por neuroinflamacién y por aumento de expresién de receptores a glutamato

activados por NMDA (Bambrick et al., 1995; Yuksel et al., 2019).

Uno de los principales mecanismos de los efectos téxicos del glutamato se da mediante los
receptores inotrépicos NMDA. Sin embargo, inhibir la apertura de los receptores tipo NMDA
con antagonistas provoca efectos secundarios mortales, ademas, se limita la participacion
de los mismos receptores en los mecanismos de plasticidad neuronal. Es necesario resaltar
que, la participacion de los receptores NMDA en la neuroplasticidad y en excitotoxicidad,
es causa de la localizacion extrasinaptica y sindptica de los receptores NMDA, siendo los
receptores sindpticos preferentemente conformados por GIuN2A los que promueven la
neuroplasticidad, mientras que los receptores extrasindpticos conformados por GluN2B
promueven la muerte neuronal en la excitotoxicidad, lo cual se observa en enfermedades
neurodegenerativas, asi como en isquemia, traumatismos y epilepsia (Parsons y Raymond,

2014; Bambrick et al., 1995; Collins et al., 1991).
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Similar a lo ocurrido en las diferentes enfermedades antes mencionadas, el compuesto
trimetilestafio (TME), utilizado en la industria para inhibir la degradacién del PVC, como
pesticida, encontrado en productos domésticos y en las bebidas que almacenan (Baciak et
al., 2017; Zhang et al., 2006), provoca neurodegeneracion ademas de neurotoxicidad,
induciendo muerte neuronal selectiva, neuroinflamacién y cambios en el comportamiento
por deterioro cognitivo, ademas, los sintomas que produce en humano son similares que
los producidos en roedores (Baciak et al., 2017; Trabucco et al., 2009; Geloso et al., 2011).
Asi mismo, se considera un modelo de neurodegeneracidn en rata confiable debido a que
se ha mostrado, mediante técnicas de neuroimagen, una disminucién del volumen del
hipocampo, contraccion de tejido cerebral y agrandamiento ventricular, a consecuencia de
la muerte neuronal selectiva en sistema limbico, particularmente en los subcampos CAly
CA3 del hipocampo, corteza piriforme, corteza entorrinal, amigdala ademas del tubérculo
olfatorio en ratas (Baciak et al., 2017). Contrario a lo que ocurre en ratones, donde la lesion
se evidencia principalmente en giro dentado. Las manifestaciones conductuales también
son diferenciales entre roedores. En ratones se han mostrado convulsiones maximas al dia
dos después de la administracién de trimetilestafio y cese de sintomas seis dias después
(Lee et al., 2016; Geloso et al., 2011). Mientras que en ratas provoca sintomas como
hiperactividad, irritacidn, agresividad, convulsiones, alteraciones en actividad locomotora,
déficit de aprendizaje, interrupcidn en aseo personal, ansiedad y sintomas similares a la
depresiéon; dichos sintomas inician en el dia dos después de la administraciéon
intraperitoneal de trimetilestafio con afeccién progresiva hasta la semana tres (Park et al.,
2011; Lee et al., 2016; Geloso et al., 2011). Por otra parte, el trimetilestafio es capaz de
modificar el comportamiento electrofisiolégico de los receptores a glutamato tipo AMPA y
NMDA, reduciendo la corriente entre 4-35% dependiendo de la concentraciéon de
trimetilestafio, siendo las mas significativas 1, 10 y 100 umol/L (Kriger et al., 2005).
Considerando lo anterior, cabe sefalar que trimetilestafio causa efectos irreversibles en el
receptor inotrépico de glutamato activado por AMPA, pero reversibles en el receptor
activado por NMDA (Kriger et al., 2005). Asimismo, el trimetilestafio puede aumentar la
liberacion de glutamato de los sinaptosomas en rebanadas corticales e hipocampales de

ratas Sprague-Dawley, de manera dependiente de la concentracién, parcialmente del calcio

23



Neuromodulacion

(<35%) y dicho efecto no se inhibe totalmente con bloqueadores de calcio tipo L-, N-, y T-,
ni con antagonistas del receptor NMDA, sin embargo, si hay una reduccién del efecto de
trimetilestafio con la aplicacion de diltiazem, un bloqueador de canales de calcio.
Simultdneamente puede inhibir la recaptacién de glutamato tanto en los sinaptosomas
como en las vesiculas sinapticas. Aparentemente el efecto de aumento de la liberacién de
glutamato tiene un componente independiente de calcio pues el tratamiento con
inhibidores del transporte de aniones, inhibe el flujo de glutamato inducido por TME

(Patterson, 1996).

En otro estudio se corrobora la liberacidon de glutamato inducida por trimetilestafio en
rebanadas corticales, en mayor medida en presencia de calcio que en la ausencia del mismo
ion, sin una diferencia de tal efecto en grupos separados por la edad. Ademads, se evidencia
aumento de la liberacion de aspartato, GABA, taurina solo en presencia de calcio y un
incremento de la liberacidn de glicina y alanina, demostrando también que el aumento de
la liberacion de glutamato es dependiente de la concentracién de trimetilestafio, siendo la

concentracion mas efectiva 1ImM (Dawson et al., 1995).
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Figura 6. Mecanismos de TME para generar dafio celular: Modifica la expresion de proteinas
relacionadas con la autofagia como LC3-l, beclin-1 y SQSTM1/P62; aumenta la expresion de especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno; induce dafio mitocondrial y promueve la liberacion de calcio de las

reservas intracelulares.
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En relacién con los efectos a nivel celular, se sugiere que el trimetilestafio afecta mediante:
la sobrecarga de calcio, genera especies reactivas de oxigeno/nitrégeno, fragmenta el ADN,
produce dafio mitocondrial (figura 6), disminuye los niveles de glutamato, acetilcolina,
GABA vy noradrenalina en roedores, ademas activa la microglia y astrocitos (Baciak et al.,
2017; Geloso et al., 2011). Por el contrario, se ha observado en Sebastiscus marmoratus que
la exposicidon a trimetilestano provoca aumento en niveles del glutamato, el aspartato y el
GABA, influjo de calcio y alteraciones en la expresion de los receptores NMDA, aumentando
su expresion con bajas dosis 5g/kg de trimetilestafio, pero reduciendo su expresion con

altas dosis 50-500g/kg de trimetilestafio (Zuo et al., 2009).

Por otro lado, se ha demostrado en el modelo de neurodegeneracién por la administracion
de trimetilestaiio en rata, que se modifica la expresidn de proteinas relacionadas con la
autofagia (Atg) en el hipocampo. Aumenta la expresién de LC3-lI, la cual tiene como funcién
regular la formacién y elongacion del autofagosoma, con un efecto maximo a los cinco dias
después de la administracion de trimetilestafio y reduce la expresién tanto de beclin-1 como
de SQSTM1/P62 (secuestosoma-1 o proteina de union a ubiquitina P62), que participan en
la formacién de un complejo promotor de la nucleacién de la membrana autofagosomal
(Ceccariglia et al., 2019). Asi mismo, se evidencié un aumento en la apoptosis a partir del
quinto dia después de la administracién de trimetilestaiio en CA1 y CA3, junto con un
aumento en la expresidon de la caspasa-3 escindida y del citocromo c citoplasmatico,
aumento el cual corresponde a un evento crucial en la activacidon de la via apoptética
intrinseca (Ceccariglia et al., 2019; Fricker et al., 2018; Zhang et al., 2006). Otra evidencia
mas de la activacién de procesos apoptdticos como resultado de la aplicacién de
trimetilestano, surge al evaluar su aplicacién en cultivos celulares, donde se demuestra que
las concentraciones 0.5-5 pM de trimetilestafio causan cambios apoptdticos como
condensaciéon de cromatina, contraccion de la membrana celular y marginacién dentro del
nucleo. Sin embargo, concentraciones entre 10-40 uM provocan muerte celular por
necrosis, determinado por la ruptura de la membrana plasmatica (Ceccariglia et al., 2019;
Zhang et al., 2006). Simultadneamente, se comprobd que aumentan los niveles de especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno intracelulares de manera dependiente de la

concentracion de trimetilestafio, mediado por el aumento en la expresion de la enzima
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oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), un proceso asociado con la apoptosis debido a la
activacion de proteinas pro-apoptoticas (Bax, y activacién de caspasa-3), posteriormente
ocurre disfuncién mitocondrial y culmina el proceso con muerte celular (Zhang et al., 2006).
De manera andloga, se dio a conocer, mediante estudios en cultivos celulares que la
exposicion directa de las células a trimetilestaifio en concentraciones 4.0 uM, 6.0 uM, y 8.0
MM, disminuye el crecimiento de neuritas y aumenta la fragmentacién de ADN de forma
dependiente de la concentracion, en presencia del factor de crecimiento nervioso (NGF). De
forma paralela, en los cultivos antes mencionados, las concentraciones 6.0 uM, y 8.0 uM de
trimetilestaio disminuyen también el tamano del cuerpo celular, lo cual se relaciona con un
aumento en el porcentaje de células no viables, de un 7% en condiciones fisioldgicas a 16%
y 18%, respectivamente (Jenkins y Barone, 2004). Por ultimo, se encontré que aumenta el
porcentaje tanto de la forma activa de la caspasa-9 del 3% al 44% en presencia de 6.0 uM
de trimetilestaifio 18 horas después del tratamiento, como de poli-ADP ribosa polimerasa
(PARP), una familia de proteinas implicadas en la activacién de la apoptosis, del 4% en

condiciones fisioldgicas, al 23% (Jenkins y Barone, 2004).

En cuanto a la dosis administrada de trimetilestafo, en la literatura se ha reportado que la
administracion de 5mg/kg por 4 dias en ratas adultas (P45-P60) Long-Evans por intubacidn
gastrica, causa perdida de peso y mutilacion de la cola posterior a la segunda dosis,
agresividad a partir de la tercera dosis y convulsiones fatales después de la cuarta dosis.
Adicional a lo anterior, 24 horas después de la tercera dosis hubo muerte neuronal en el giro
dentado y en menor medida en cornus ammonis. Ademas, para el momento de la cuarta
dosis la muerte neuronal alcanzd su punto maximo en ambas zonas del hipocampo (Bouldin

etal., 1981).

Habria que decir también que el efecto de trimetilestafio en relaciéon con su analogo
trietilestafio es totalmente diferente en ratas. El dafio neuronal en ratas expuestas a
trimetilestano se manifiesta, como se menciond anteriormente, en hipocampo, amigdala,
corteza piriforme y neocorteza. Mientras que los efectos de trietilestafio son: edema
intersticial en la materia blanca del cerebro y la médula espinal, resultado de la vacuolizacidn

de la vaina de mielina (Cook, et al., 1984).
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Ademas, después de la administracidon intraperitoneal de 6mg/kg de trimetilestafio y
trietilestafio, se evidencia una mayor concentracion de trietilestafio en el cerebro, higado y
rifones que de trimetilestaiio, después de 24 horas. Por su parte, los niveles de estafio
fueron los mismos en corazén y la sangre después de la administracion de trimetilestafio y
trietilestafio. Ademas, trietilestafio tiene un tiempo de degradacién mas corto y mayor tasa
de eliminacién a comparacién con trimetilestafio. Finalmente, no encontraron diferencias
significativas en la concentracion de trimetilestafio en cerebelo, hipotalamo, hipocampo y

el tronco cerebral (Cook, et al., 1984).
3. Planteamiento del problema

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por producir pérdida progresiva
cronica de materia gris afectando las funciones neuronales, con la consecuente disfuncién
cognitiva y motora, estas enfermedades incluyen el Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis
multiple y la esclerosis lateral amiotrofica. Ademas, los mecanismos moleculares de la
neuroinflamacién son probablemente los mismos que en las enfermedades
neurodegenerativas, los accidentes cerebrovasculares, el envejecimiento y las

enfermedades metabdlicas (Wajda et al., 2016; Chen et al., 2016).

Se debe agregar que, el 30% de los pacientes con Parkinson presentan demencia, el 50% de
los pacientes con esclerosis multiple presenta deficiencias cognitivas, y la enfermedad de
Alzheimer se caracteriza por un progresivo deterioro cognitivo. También se ha demostrado
que las tareas cognitivas disminuyen el rendimiento motor, por lo tanto, se habla de una

relacidn patoldgica entre ambas (Wajda et al., 2016).

Por lo que respecta a la disfuncidn en hipocampo en edades tempranas, hay que mencionar
gue provoca trastornos neuropsiquiatricos, acompanados con deterioro cognitivo
progresivo y patologias comdrbidas. Generalmente la propia vulnerabilidad del hipocampo
conduce a una lesidon permanente y selectiva, por ello es un modelo util para estudiar la

neurodegeneracién que afectan la fisiologia neuronal (Marchese et al., 2018).

Por lo que se refiere a trimetilestaio, es un compuesto utilizado en la industria de plasticos

capaz de causar neurodegeneracién tras su exposicidon accidental o por la administracién de
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manera experimental en roedores, afectando principalmente a hipocampo (Baciak et al.,
2017; Trabucco et al., 2009). El trimetilestafio ha sido estudiado desde las primeras
intoxicaciones en humanos, producto de altas concentraciones en embaces o por ingestion
de los trabajadores que lo manipulan, afectando las funciones cognitivas de los humanos.
Recientemente se ha propuesto que la administracidon experimental de trimetilestafio en
roedores genere un modelo de neurodegeneracion, se ha vinculado con Alzheimer (Geloso

etal, 2011).

En la literatura se reporta que la administracion de 5mg/kg por 4 dias de trimetilestafio en
ratas adultas (P45-P60) Long-Evans por intubacion gastrica, causa perdida de peso y
mutilacidn de la cola a la segunda dosis, agresividad a la tercera dosis y convulsiones fatales
después de la cuarta dosis. Reportaron también que 24 horas después de la tercera dosis
existe muerte neuronal en el giro dentado y en menor medida en cornus ammonis; para la
cuarta dosis la muerte neuronal fue mayor en ambas zonas del hipocampo (Bouldin et al.,
1981). Asi mismo, trimetilestafio reduce la corriente que generan los receptores NMDA y
AMPA entre 4-35% dependiendo de su concentracién, tras su aplicacién directa en las

neuronas (Kriger et al., 2005).

Por lo cual el presente proyecto evalué el efecto de la administracién sistémica de
trimetilestafio sobre la corriente activada por NMDA en neuronas disociadas de los

subcampos CA1y CA3.

Es importante mencionar que la limitante de esta investigacién es que no da informacion
suficiente para considerar un posible tratamiento ante enfermedades neurodegenerativas
por el analisis en célula agudamente disociada; por lo cual las investigaciones futuras
deberdn evaluar el papel del receptor en grupos de neuronas, aumentando los niveles de
organizacién, debido a que es probable que varié el comportamiento electrofisioldgico del

receptor NMDA.

El presente proyecto se realizé en el laboratorio de Neuromodulacién a cargo del D.C. Jorge
Luis Valente Flores Hernandez y con el asesoramiento del D.C. Luis Gustavo Hernandez

Carballo en un periodo de tiempo de agosto de 2019 con la presentacién de la propuesta
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de investigacion hasta enero 2021 con la conclusién del proyecto.
4. Pregunta de investigacion

¢Qué cambios se producen sobre la corriente que genera el receptor de glutamato activado
por NMDA, en un modelo en rata de neurodegeneracidn inducido por la administracion de
trimetilestafo, en neuronas agudamente disociadas de los subcampos CAl y CA3 de

hipocampo?
5. Hipotesis

El modelo de neurodegeneracién inducido por la administracién de trimetilestafio en rata
modifica el tamafio de las corrientes idnicas activadas por NMDA en neuronas agudamente

disociadas de los subcampos CA1y CA3.

6. Objetivos

6.1 General
Determinar el efecto sobre la corriente idnica activada por NMDA, de la neurodegeneracién

inducida por la administracion de trimetilestafio en neuronas agudamente disociadas de los

subcampos CA1y CA3 de hipocampo.

6.2 Especificos

1. Caracterizar y evaluar la corriente activada por NMDA mediante una curva dosis
respuesta en neuronas piramidales de los subcampos CA1y CA3 en hipocampo, tras
la administracion del vehiculo del trimetilestafio en rata.

2. Evaluar la corriente activada por NMDA en neuronas piramidales de hipocampo en
CAl1 y CA3, en modelo de neurotoxicidad inducido por la administracion

trimetilestafio en rata.
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7. Materiales y métodos

7.1 Norma.
Los procedimientos realizados en el presente protocolo seran llevados a cabo bajo la

NOM-062-Z00-1999.

7.2 Tamaino de la muestra

Se utilizaron 24 ratas Long-Evans machos de 45 dias de edad, procedentes del Bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Doce de ellas fueron
para el cumplimiento del objetivo uno, es decir, para caracterizar y evaluar la corriente que
permite el receptor de glutamato activado por NMDA en neuronas piramidales de CAl y
CA3; previo al registro a las ratas se les administré solucién salina (vehiculo) durante tres
dias, al cuarto dia se realiz6 el registro electrofisioldgico voltage clamp en célula completa
aplicando diferentes concentraciones del agonista NMDA directamente en la célula.

Para el cumplimiento del objetivo dos, se ocuparon 12 ratas, a las cuales se les administré
trimetilestafio por tres dias, posteriormente se realizé el registro electrofisioldgico voltage

clamp en célula completa diferentes concentraciones de aplicando NMDA.

Para generar una muestra representativa de los diferentes efectos que se evaluaron se
considerd una n=12, por lo tanto, en cada objetivo se necesité un minimo de 12 ratas, ya

gue en promedio se obtiene 1 célula por rata.

7.3 Area de muestreo

En la literatura se reporta que la administracidon por intubacidn gastrica de trimetilestaino
por cuatro dias en ratas adultas Long-Evans (P45-P60) de 5mg/kg (dosis altas a corto plazo),
provoca, 24 horas después de la tercera dosis, muerte neuronal en el giro dentado y en
menor medida en cornus ammonis; para la cuarta dosis la muerte neuronal es mayor en
ambas zonas del hipocampo (Bouldin et al., 1981). De ahi que el estudio se realizd en
hipocampo con registro en CA1 y CA3; no se considerd la region CA2 y giro dentado debido
a que se evaluaron los efectos en la zona perilesidn, es decir en la zona de penumbra que

contiene la mayor afectacién por excitotoxicidad.
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7.4 Cepa de la rata

La eleccidn de la cepa Long-Evans se determind de acuerdo con lo reportado por Boulding
et al., 1981, debido a que la administracién de 5mg/kg en esta cepa asegura el dafio en giro
dentado, lo cual fue benéfico para la investigacion pues el registro se debe hacer en zonas
aledafias a la lesion real, por la misma razon el registro se hizo 24 horas después de la
tercera dosis y no se esperd hasta la cuarta dosis de trimetilestafio, ademds se consideré

qgue la muerte neuronal es progresiva.

7.5 Modelo de dafio neurotoxico

Trimetilestafio se aplico en dosis de 5mg/kg/dia durante tres dias, via intubacion gastrica.
24 horas después de la tercera dosis se procedio al registro electrofisiolégico debido a que
la muerte neuronal en giro dentado se comprobd en dicho tiempo mediante el estudio de

Boulding et al., 1981.

Extraccion del

encefalo de la ﬁ [

rata.

Separacion de

hipocampo V'
(especificamente de '

los subcampos CA1 y
CA3)

Corte coronal
desde 2.56
mm hasta 6.3
mm con
respecto a
‘ Bregma.

Figura 7. Esquema del proceso de extraccion del encéfalo y realizacion de cortes coronales
para la separacion de los subcampos del hipocampo CA1 y CA3.
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Se eligid trimetilestafio por causar neurodegeneracion especifica en hipocampo, mediante
mecanismos de necrosis y excitotoxicidad en las neuronas de las zonas centrales de afecciéon

y zonas aledaiias.

7.6 Registro electrofisiologico

El registro electrofisioldgico se realizé de acuerdo con lo reportado por Surmeier et al.
(1991) y reproducido por Flores-Hernandez et al., (2000); Cai et al., (2002); al cual se le

hicieron modificaciones para acoplarlo al presente protocolo.

En primer lugar se anestesiaron a los ratas con la administracién intraperitoneal de
pentobarbital sédico 40mg/kg para después decapitarlas con instrumentos de diseccidn, en
seguida el cerebro se retird rdpidamente y se colocd en solucidn de isetionato a baja
temperatura la cual contiene: 140mM isetionato de sodio, 2mM KCL, 2mM MgCI2, 0.1mM
CaCl2, 23mM glucosa, 15mM HEPES, pH= 7.4, 300 a 310mOsm/L, ademas, se le agregaron
los siguientes suplementos: 1mM &cido piravico, 0.005mM glutation, 0.1mM NG-nitro-L-
arginina, 1ImM 4cido kinurénico y se oxigend. Posteriormente se separd desde el polo medio
hasta el posterior del cerebro, que contienen al hipocampo, luego se posicioné sobre una
placa en vibratomo y se agregd isetionato, finalmente se secciond de manera coronal a
350um, desde 2.56mm hasta 6.3mm, con respecto a Bregma, de acuerdo con el atlas
Paxinos, y se aislaron las zonas CA1 y CA3 de hipocampo mediante instrumentos de

diseccién (Figura 7).

Después, los fragmentos se mantuvieron 45 minutos a 30°C en solucidn salina balanceada
de Earle (EBSS) la cual es amortiguada con bicarbonato de sodio (NaHCO3) mas los
suplementos 1ImM J&cido pirdvico, 0.005Mm glutation, 0.1mM NG-nitro-L-arginina, 1mM

acido kinurénico, burbujeada con 02 al 95% y CO2 al 5%, pH= 7.4 y 300 a 310 mOsm/L.

Se transfirieron los cortes a la solucidon balanceada de Hanks (HBSS) para iniciar el proceso
de disociacion enzimatica por 10 minutos, esta solucién contiene 0.75mg/ml de papaina
(Calbiochem) a 33°C amortiguada con HEPES y burbujeada con 02, suplementada con: 1mM

acido pirdvico, 0.005mM glutatidon, 0.1mM NG-nitro-Larginina, 1ImM a&cido kinurénico.
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Pasando los 10 minutos se lavo el tejido con isetionato para proseguir con la disociacién
mecanica mediante pipetas Pasteur de diferentes calibres pulidas por fuego; finalmente las
células suspendidas se agregardén en cajas de Petri de 35mm que fueron montadas al
microscopio donde se registraron, se esperé un tiempo de 10 minutos para que las células
se adhieran a la caja de Petri y se lavd con soluciéon externa: 1440mM NaCl, 2mM KCL, 2mM
MgCl2, 0.1mM CaCl2, 23mM glucosa, 15mM HEPES y rojo fenol, pH=7.4, 300 a 310mOsm/L,

burbujeada con 02.

7.7 Técnica de fijacion de voltaje en célula completa

Una vez realizado el procedimiento anteriormente descrito se procedié al registro por
técnica de fijacién de voltaje en célula completa. Se prepararon los electrodos de registro
mediante el estiramiento de tubos de capilares de borosilicato tipo Corning 8250 (WPI
1B120F4) con un Micropipette Puller Modelo p-97 (Sutter Instrument Co). La solucion
interna contiene: 175mM N-metil-D- glutamina (NMDG), 40mM HEPES, 2mM MgCl2, 10mM
acido etilen glicol-bis (B- aminoetil éter) -N, N, N’, N’-tetraacético (EGTA), 12mM
fosfocreatina, 3mM Na2ATP, 0.35mM Na3GTP, 0.1mM leupeptina, pH = 7.3 con H2504, 265
— 270 mOsm/L; mientras que la solucién externa: 127mM NaCl, 20mM CsCl, 5mM BaCl2,
2mM CaCl2, 12mM glucosa, 10mM HEPES, pH = 7.3 con NaOH, 300-305 mOsm/L.

Para realizar el registro se usé el amplificador “voltaje clamp” Axopatch 1-D (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) ademas de un digitalizador Digidata 1322A (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA), controlados mediante el programa pClamp Version 9
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ejecutado por una computadora con procesador

Pentium IV (1.5GHz), 1 GB de memoria RAM vy sistema operativo Windows XP SP3.

La resistencia del electrodo en promedio fue de 6-10MQ en el bafio. Después de la ruptura
del sello la resistencia serial fue menor a 25MQ. No se consideraron los registros con un
cambio en la resistencia serial mayor al 50%. Una vez obtenido el sello, el potencial de
membrana se mantuvo en -60mV en las neuronas piramidales. Se registraron las células con

menor cantidad de dendritas y con caracteristicas morfoldgicas estables.
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7.8 Agentes farmacologicos
N-metil-D aspartato (NMDA), glicina y trimetilestaiio, fueron obtenidos de SIGMA-Aldrich

Company.

Para generar las corrientes activadas por ligando se aplicd solucién externa y solucién
externa + NMDA mediante dos capilares formando angulo de 45° y a una distancia de 300
+ 100 um de la célula que se registro. En los capilares uno contuvo solucion externa o control
y el otro se cargd con solucién externa + ligando a usar. Se controld el intercambio de
soluciones por valvulas solenoides 98302-00 (Cole-Parmer) reguladas por el sistema

Digidata 1322A y una herramienta de control fabricado en laboratorio.

En primer lugar, a la célula se le aplico la solucidén control para después aplicarle la solucién

control + el ligando durante 2s a 6s, regresando a la solucién control.
7.9 Protocolos electrofisioldgicos

7.9.1 Rampa
Con el objetivo de evaluar la viabilidad neuronal, al inicio del registro de cada célula se realizé una rampa

de voltaje con los siguientes cambios de voltaje -100mV a +40mV en 100ms tiempo necesario para generar

corrientes de Na* Y Ca2+, a una frecuencia de muestreo de 100us- 10kHz, las neuronas que se consideraron

viables presentan corrientes de sodio y de calcio (Figura 8).

+40 mV

-60 mV

-100 mV
Figura 8. Protocolo de cambios de voltaje durante el registro inicial de una neurona, inicia

desde un potencial de membrana en reposo en -60mV, disminuye a -100mV y aumenta
progresivamente hasta +40mV
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7.9.2 Aplicacién de NMDA

Se mantuvo el potencial de membrana en -60mV, y cada 3 segundos se aplic6 NMDA en una
de las concentraciones comprendidas entre 0.3uM hasta 300uM (0.3uM, 1uM, 3uM, 10uM,
30uM, 100uM, y 300uM), una a la vez de manera aleatoria. Se registré la actividad de la
corriente idnica a una frecuencia de 500Hz, un punto cada 2 milisegundos. Al inicio de cada
barrido se aplicd un pulso cuadrado de -70mV durante 200ms para llevar un seguimiento
de los cambios en la resistencia de membrana, no obstante, no se consideraron los registros
con un cambio del 10%. Esta condicién se mantuvo hasta completar 3 o 4 trazos de corriente

estable, se tomd como control y lavado el efecto de 100uM de NMDA (Figura 9).

Ext* NM NMDA
-60 mV 3S
-70 mV
Figura 9. Protocolo de aplicacion de NMDA y mantenimiento del potencial de membrana en

reposo.

8. Analisis estadistico

Los valores en tablas, graficas o texto representan el valor de la media de los resultados
obtenidos * su error estandar de la media (ESM). Los ajustes y graficas se realizaron en el
programa Origin 9.1 (Microcal Software Inc., Northampton, MA). En el andlisis estadistico,
los datos fueron analizados primero con una prueba Shapiro (p<0.05) para determinar el
comportamiento de una distribucion normal. Las diferencias entre las medias de grupos
experimentales seran analizadas mediante la prueba “t” apropiada o un analisis de varianza

correspondiente.

Para el analisis de la curva dosis efecto, se eligid la funcion matematica que mejor describid
los datos obtenidos. Se considerd una funcion sigmoidea simétrica (Ecuacidn 1), una funcién
sigmoidea asimétrica (Ecuacién 2), un modelo de crecimiento exponencial (Ecuacion 3) y

una fusidn lineal, eligiéndose como mejor ajuste la que tuviera el valor numérico menor en
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el criterio de Akaike (AIC), la cual fue la funcidn sigmoidea simétrica. La formula que se

utilizard para este ajuste es la siguiente:

A2—-A1
y = Al + 1+ e—K(log(x)-log(xc)) (1)
A2—-A1
y=A1+ Ite-K(x-x0 2
y=Al+ (42— A1)(1 — e ?) G

Al = Limite inferior de la curva (Min).
A2 = Limite superior (Max).

K = Valor de la pendiente (Pndte).

Xc = valor de la dosis efectiva 50 (EC50)

t = valor de la constante de crecimiento de la curva.

El calculo del AIC se realizd con base en la formula
AIC = —2log (L(8)) + 2K (4)

Donde K es el nimero de parametros estimados, n corresponde al nimero de datos utilizados

para el ajuste y log (L(8)) es calculado a partir de las siguientes ecuaciones:
A~ 1
(L(H)) = —-nlog(6%) - glog(ZE) —g (5)
§2 = 22 (6)

Finalmente, una vez determinado el modelo que mejor describe los datos (funcidn sigmoidea), se
obtuvo el ajuste de la misma funcién para los datos del grupo control y para los del grupo tratado,
posteriormente se realizd una comparacidn estadistica de las curvas a través de la siguiente

formula:
36
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((SM—(Sc+STY)/k
F="——gz—— (7)

(NC+NT—2k)

Donde SM corresponde a la suma de residuos al cuadrado (RSS) del ajuste de los datos
combinados de ambos grupos, SC es la RSS del ajuste de los datos del grupo control, ST es la RSS
del ajuste de los datos del grupo tratado, NC y NT son el nimero de observaciones para el grupo
control y tratados, respectivamente, por ultimo, k es el nimero de pardmetros utilizados para el
ajuste. Cabe senalar que esta prueba estadistica sigue a una distribucion F con k y NC + NT — 2k
grados de libertad. La eleccidn del ajuste y la comparacién estadistica entre grupos, fue realizada

en el entorno de programacién R con ayuda del paquete drc (Hernandez-Carballo et al., 2020).
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9. Diagrama de trabajo
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10. Resultados

Para analizar si el farmaco trimetilestafio causa alteraciones en la via glutamatérgica, se evaluaron
los efectos de la administracion de trimetilestafo via intubacion gastrica de 5 mg/kg durante tres
dias, tanto en el pico de la corriente idnica que permite el receptor a glutamato tipo NMDA, como
de su estado estacionario, en una curva dosis-respuesta de NMDA desde 0.3 uM hasta 300 uM en
los subcampos CA1 y CA3 de ratas Long-Evans. Los resultados en el pico de la corriente se
ajustaron a una curva sigmoidea y se compararon con una prueba F, evidencian un efecto
significativo en la corriente que permite el receptor NMDA entre el grupo tratado con
trimetilestano (TME) y las ratas control para ambos subcampos (CA1 Fa,139=2.4726, p=0.04759%;
CA3 F43,=2.8129, p=0.03128%*). Mientras que el andlisis en el estado estacionario ajustado a una
curva sigmoidea refleja una diferencia estadisticamente significativa en la prueba F en el
subcampo CA3 (CA3 F499=3.2778, p=0.01473%*), sin embargo, no se observa el mismo efecto en el

subcampo CA1 (CA1 F4,131=0.27475, p=0.8938).

Amplitud del pico de CA1

Amplitud de pico de CA3

= Control = Control
¢ TMT o TMT
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Figura 8. Curva dosis respuesta de NMDA desde 0.3 uM hasta 300 uM para ambos grupos y
para ambas dreas. Se analizé la amplitud del pico de las corrientes para cada concentracion.
Posteriormente los datos se ajustaron a una funcion logistica (linea continua). Finalmente se
compararon los ajustes con una prueba F. Se encontraron diferencias significativas entre los

grupos para cada drea (CA1 Fy139=2.4726, p=0.04759%*; CA3 F45,=2.8129, p=0.03128%).
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Figura 9. Curva dosis respuesta de NMDA desde 0.3 uM hasta 300 uM para ambos grupos y

para ambas dreas. Se analizo el estado estacionario de las corrientes para cada concentracion.

Posteriormente los datos se ajustaron a una funcion logistica (linea continua). Finalmente se
compararon los ajustes con una prueba F. Se encontraron diferencias significativas entre los
grupos para CA3, no obstante, no fue asi para CA1 (CA1 F413:=0.27475, p=0.8938; CA3
F499=3.2778, p=0.01473%).

adecuado.

Para demostrar que el efecto del trimetilestafio sobre la corriente que permite el receptor NMDA,
no es por cambios en la resistencia de membrana, se registré dicho parametro a lo largo de las
curvas dosis respuesta antes mostradas. Se realizaron pruebas ANOVA de dos vias tipo Il
ocupando como factores la concentracién de NMDA aplicados en la curva dosis-respuesta y el
grupo (control o TME), mostrando diferencia significativa entre grupos (CA1 F1=4.9914,
p=0.02706*; CA3 F1=20.8554, p=1.5e-05*), contrario a los valores por concentracién (CA1l
F6=0.4384, p=0.8521; CA3 F¢=0.8957, p=0.5015). Ademas, los resultados indican que las células
analizadas tienen una resistencia de membrana por encima de 1 GQ para ambas areas en todos

los grupos y concentraciones, lo cual adquiere relevancia para asegurar un sello de membrana
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Figura 10. Grdficos de resistencias por drea que muestra a los valores de la resistencia de membrana por

encima de 1 GQ, relevante para determinar la viabilidad del sello de membrana y asegurar que las
corrientes ionicas observadas son debido a los canales y no a una fuga de corriente, en cada

concentracion de la curva dosis-respuesta de NMDA y para cada grupo.
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Se obtuvieron los resultados de un total de 17 ratas y 37 neuronas. En promedio se registraron 2

neuronas por rata. Durante los registros electrofisioldgicos se extrajo la capacitancia de las

neuronas como una medida del tamafio celular, con el fin de evaluar si la poblacién de células

registradas sigue una distribucién normal. La capacitancia celular promedio fue 14.92 pF para CA1l

control (n=10), 10.29 pF para CA1 TME (n=10), 9.46 pF para CA3 control (n=8) y 13.71 pF para CA3

TME (n=9). Valores que corresponden con los reportados por Yan et al., 2007, al sefialar una media

de 12.3 pF (n=48) para CA3, mientras que para CA1 se reporta una media de 13.45 pF (n=82) de

acuerdo con Alshuaib et al., 2001. Cabe sefialar que la moda en todos los grupos evaluados fue
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Figura 11. Grdficas de capacitancias por grupo con ajuste de distribucion normal, donde se evidencia una

moda de 8 a 12 pF para todos los grupos. Cabe sefialar que son datos preliminares del estudio por lo que

se deben agregar un mayor numero de registros de células y completar las grdficas antes mostradas.
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11. Discusién

Los efectos a cargo del trimetilestafio en las neuronas del hipocampo son variados y dependen de
la forma en que se exponen las células al fdrmaco, de la concentracién, y del tiempo de exposicién
(Dawson et al., 1995; Patterson, 1996; Piacentini et al., 2008), ademas el dafio neuronal ocurre
en distintos tipos celulares dentro del hipocampo dependiendo de la especie, la via de
administracion y la dosis (Park et al., 2011; Lee et al, 2016; Piacentini et al., 2008). El
trimetilestano es una molécula capaz de generar neurodegeneracién a través de la muerte
neuronal selectiva en los subcampos CA1 y CA3 en ratas (Geloso et al., 2011), lo cual se logra, por
un lado al promover la expresidon y activacién de los componentes de la ruta apoptética,
especificamente activa la caspasa-3, la caspasa-9, aumenta la expresién de la enzima éxido nitrico
sintetasa inducible, promueve la fragmentacion del ADN, aumenta la presencia de citocromo C
en citoplasma y aumenta el porcentaje de la poli ADP ribosa polimerasa (Jenkins y Barone, 2004;
Zhang et al., 2006; Ceccariglia et al., 2019; Fricker et al., 2018). Por otro lado, promueve un
ambiente neurotdxico al aumentar la liberacién de glutamato alrededor de 350 veces, en
hipocampo y la corteza cerebral, efecto dependiente tanto de calcio extracelular como del
transporte de aniones (Patterson, 1996). Ademas, se ha sefialado que la exposicidn de cultivos
celulares a trimetilestaiio presentan elevaciones de calcio intracelulares dependientes de la
concentracion del farmaco (Piacentini et al., 2008; Florea et al., 2005), simultdneamente se ha
evidenciado que tales efectos no dependen del calcio extracelular, ya que se ha observado un
cambio del nivel de fluorescencia del 109 + 6.5% (en ausencia de calcio), a 117 + 7.3% (en
presencia de calcio) después de la aplicacion de 0.5 uM de trimetilestaiio, por lo que la elevacién
de calcio intracelular es principalmente por su liberacidn del reticulo endoplasmico y la
mitocondria, se afiadié que aumenta el nivel de fluorescencia en el nucleo de la célula, lo cual
sugiere que parte del calcio liberado por los almacenes intracelulares se dirige al nucleo, dicho
evento se relaciona con la activacion de mecanismos apoptéticos (Florea et al., 2005; Piacentini
et al., 2008). Con estas evidencias en las modificaciones de los niveles de calcio intracelular y la
liberacion de glutamato al medio extracelular, evaluar los efectos en las modificaciones de las
corrientes que permiten los receptores inotrépicos de glutamato es prudente, por lo que en el

presente proyecto se analizé el comportamiento electrofisioldgico del receptor a glutamato tipo
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NMDA mediante una curva dosis-respuesta de 0.3 pM a 300 uM de NMDA, un receptor que
promueve la entrada de calcio a la célula y es fundamental su papel en la neurotoxicidad, en un
modelo de neurodegeneracion mediante la administracidn a las ratas de 5mg/kg durante tres dias
de trimetilestafio via intubacién gastrica, con lo cual en el presente proyecto se evidenciaron
modificaciones en el pico de la corriente para los subcampos CA1 y CA3, asi como también en el
estado estacionario de la corriente idnica para el subcampo CA3, pero no asi para el subcampo
CA1l. Cabe sefialar que los resultados obtenidos son contrarios a lo reportado por Kriger et al en
2005, debido a que sefiala una reduccidn de la corriente de NMDA del 4 al 35% después de aplicar
1, 10 y 100 umol/L de trimetilestafio a ovocitos de Xenopus. Tal divergencia puede deberse al
tiempo de evaluacién de los efectos del trimetilestafio en las células, ya que la aplicacién directa
a las células estaria evidenciando un efecto agudo e inmediato, donde aumente rapidamente la
concentracion de calcio intracelular como se sefald anteriormente, sin embargo, en la
administracion a un rata se evidencian cambios sistémicos, y la interaccidon con otros factores, por
ejemplo se ha mostrado que tanto las neuronas como los astrocitos son capaces de aumentar la
liberacion de glutamato, glutamina, aspartato, GABA, taurina, glicina y alanina, después del
tratamiento con trimetilestafio a rebanadas de la corteza cerebral y rebanadas de hipocampo
(Dawson et al., 1995; Patterson, 1996). De manera que el aumento de glutamato extracelular
como se muestra en la excitotoxicidad corresponde con un aumento de calcio intracelular
mediado por el receptor inotréopico de glutamato tipo NMDA, entonces existen eventos
secundarios a la administracion sistémica de trimetilestafio que no ocurren con la aplicacion
directa del mismo a las células. No obstante, Dawson et al en 1995 indica que el bloqueo con
antagonistas no competitivos del receptor NMDA no atenua la liberacion de glutamato inducida
por trimetilestafio. Este evento sugiere que la entrada de calcio por el receptor NMDA puede no
ser significativa, sin embargo, los estudios de Piacentini et al. en 2008 sefialan que la entrada de
calcio extracelular a través del canal Cay1 promueven el aumento de calcio intracelular en las fases
tempranas de la exposicion a trimetilestafio (20 a 25 minutos de tratamiento), mientras que la
liberacion de calcio de las reservas intracelulares corresponde a etapas tardias (40 minutos). A
este respecto parece ser que la participacién de los canales idnicos es temprana, mientras que la
liberaciéon de calcio por las reservas intracelulares es relativamente tardia (Piacentini et al., 2008).

Por otra parte, se ha relacionado la activacién excesiva de la proteina cinasa C (PKC) con procesos
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neurodegenerativos, ya que la inhibicion con antagonistas de la PKC antes de la exposiciéon al
exceso un de glutamato es neuroprotectiva (Pavlakovic¢ et al., 2002). Asimismo, se demostré que
la aplicacion de 5 a 20 uM de trimetilestaiio en un cultivo de células PC12 resulta en la traslocacién
de PKC del citoplasma a la membrana y activacién en 30 minutos, proceso dependiente de la
concentracion de trimetilestafio. Simultdneamente la inhibicién con antagonistas de PKC tiene un
efecto neuroprotector (Pavlakovié et al., 2002).

De forma analoga se ha evaluado la interacciéon de PKC con el receptor a glutamato tipo NMDA
en neuronas hipocampales, donde se ha visto implicada en la potenciaciéon a largo plazo
dependiente de NMDA, lo cual se logra con el aumento de las corrientes del receptor a glutamato
tipo NMDA y aumento de la tasa de apertura de los canales, por la activacidon de PKC (Lan et al.,
2001). Cabe seialar que los principales cambios en el receptor NMDA por PKC, contrario a lo que
se creeria no son las fosforilaciones, ya que no modifica la conductancia de un solo canal ni el
promedio de duracién de apertura, no obstante, aumenta el nimero de receptores NMDA activos
en la membrana mediado por exocitosis y promueven la internalizacién de receptores GABAa y
GABAc (Lan et al., 2001).

De manera similar a la excitotoxicidad, las neuronas que tienen mayor expresién de proteinas de
union a calcio como la calvindina, calretinina o parvalbumina tienen mayor resistencia a los
efectos de la aplicacion de trimetilestaiio de forma que se eleva el porcentaje de neuronas viables
(Piacentini et al., 2008). Lo que sugiere que el efecto observado en los resultados del presente
proyecto puede ser por la disminucién en la viabilidad celular del tipo neuronal que no contiene
suficientes proteinas de unién a calcio, y que el comportamiento electrofisioldgico sea distinto
entre las neuronas que expresan calretinina y las que no la expresan. El trabajo de Celio en 1990
demuestra, mediante una inmunotincién con anticuerpos para proteinas de unién a calcio (CaBP),
gue las neuronas piramidales de CA1 y CA2 tienen su soma y dendritas moderadamente teiidas,
reflejando la presencia de CaBP en dichas neuronas, sin embargo, es menor en comparacion con
la capa molecular de giro dentado. Ademas, sefiala que los subcampos CA3 y CA4 se mantienen
muy poco tefiidas. Simultdneamente se evidencié la existencia de células intensamente tefiidas
dispersas en varias capas de CAl, y en el borde de CA3 con CA2. De manera semejante Beck et al
en 1994 senala que las células que expresan calretinina en hipocampo no son neuronas

piramidales y se encuentran mayormente distribuidas en giro dentado, mientras que las células
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gue expresan parvalbumina son interneuronas GABAérgicas en CAy giro dentado principalmente.
Sin embargo, hay un pequefio grupo de neuronas piramidales con calbindina D-28k en CA1y CA2.
Demostraron también que el nimero de células que expresan calretinina no se altera, en la
desaferenciacion de las proyecciones colinérgicas al hipocampo y de la transeccién de la
fimbria/férnix. Cabe sefialar que los histogramas de capacitancias reflejan dos poblaciones de
células, para el caso de CA1 sobrevivieron al tratamiento con trimetilestafio en mayor medida
neuronas con capacitancias pequeiias, sin embargo, para CA3 se evidenciaron capacitancias mas
altas en el grupo tratado que en el control. No obstante, se deben continuar las investigaciones
para demostrar que el tamafio neuronal se correlaciona directamente con la expresion de
proteinas de unidn a calcio y su comportamiento electrofisioldgico del receptor a glutamato tipo

NMDA.
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12. Conclusiones

e La administracion de trimetilestafio en ratas, en una dosis de 5mg/kg durante tres dias
por intubacidn gastrica, causa un aumento en el pico de la corriente idnica que permite el
receptor a glutamato tipo NMDA, en neuronas piramidales de los subcampos CA1 y CA3
de hipocampo. Lo cual se evalué mediante una curva dosis respuesta con las
concentraciones 0.3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 puM y 300 uM, en registros
voltage clamp en célula completa.

e La administraciéon de trimetilestafio provocé el aumento del estado estacionario de la
corriente idnica que permite el receptor a glutamato tipo NMDA en neuronas piramidales
del subcampo CA3, no fue asi para el subcampo CA1.

e El rango de densidad de corriente (pA/pF) en la amplitud del pico de la corriente idnica
gue permite el receptor a glutamato tipo NMDA para CA1 se mantuvo en valores de 1.336

£ 0.6 —133.3267 £ 2, mientras que para CA3 fue de 1.6638 £ 0.3 —43.02722 5
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